Revista Cubana de Hematol, Inmunol y Hemoter. 2015;31(4):340-348

ARTICULO DE REVISION

Sindrome antifosfolipido en mujeres con pérdidas
recurrentes de embarazo: diagnostico de laboratorio

Antiphospholipid syndrome in women with recurrent
pregnancy loss: laboratory diagnosis

MSc. Loreta Rodriguez Pérez, Dra. Dunia Castillo Gonzalez, Dra. Yusselys
Cabrera Payne, Lic. Maribel Tejeda Gonzalez

Instituto de Hematologia e Inmunologia. La Habana, Cuba.

RESUMEN

El sindrome antifosfolipido es el tipo de trombofilia adquirida mas frecuente y se
define como un estado de hipercoagulabilidad de causa autoimnune, que puede
provocar trombosis arterial, venosa, o ambas; asi como una amplia gama de
complicaciones obstétricas por lo general asociadas a insuficiencia placentaria.
Entre ellas estan: la pérdida gestacional recurrente, la muerte fetal, la preclampsia
grave precoz, la restriccion del crecimiento intrauterino, el desprendimiento precoz
de placenta y los partos prematuros. En general, en los paises en vias de desarrollo
se desconoce la magnitud del problema ocasionado por estos anticuerpos
antifosfolipidos en mujeres con pérdidas recurrentes de embarazo, debido a que
para el diagndstico de esta entidad se precisa de pruebas que resultan costosas,
que requieren de personal calificado para su interpretacion y por otra parte, no
existe uniformidad en los criterios de laboratorio utilizados por diferentes
instituciones para realizar el diagndstico. En Cuba contamos con posibilidades
diagnosticas para la identificacion de los anticuerpos antifosfolipidos, lo que
constituye un pilar fundamental en el analisis diferencial de esta entidad obstétrica;
por ello, la combinaciéon de un diagnéstico adecuado, un minucioso seguimiento y
un tratamiento certero redundaran en el éxito del embarazo.

Palabras clave: sindrome antifosfolipidico, pérdidas recurrentes de embarazo,
diagnostico de laboratorio.
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ABSTRACT

The antiphospholipid syndrome is the most common type of acquired thrombophilia
and is defined as a hypercoagulable state of autoimmune cause, which can provoke
arterial and/or venous thrombosis, as well as a wide range of adverse obstetric
complications associated to placental insufficiency. Among them are the recurrent
preghancy loss, stillbirth, early severe preeclampsia, intrauterine growth restriction,
premature placental abruption and premature births. In general, in developing
countries the magnitude of the problem caused by these antiphospholipid
antibodies in women with recurrent pregnancy losses is high, as tests of elevated
cost for the diagnosis of this disease are needed, which also requires qualified
personnel for the interpretation of results and there is no uniformity in the
laboratory criteria used for diagnosis by different institutions In Cuba we have
diagnostic possibilities for the identification of these antiphospholipids which is a
fundamental pillar in the differential analysis of this obstetric entity; therefore, the
combination of an accurate diagnosis, careful monitoring and the proper treatment,
guarantees pregnancy success.

Keywords: antiphospholipid syndrome, recurrent pregnancy loss, laboratory
diagnosis.

INTRODUCCION

El sindrome antifosfolipido (SAF) es el tipo de trombofilia adquirida mas frecuente y
se define como un estado de hipercoagulabilidad de causa autoimnune, que puede
provocar trombosis arterial, venosa, o ambas; asi como una amplia gama de
complicaciones obstétricas asociadas, por lo general, a la insuficiencia placentaria.
Entre ellas estan la pérdida gestacional recurrente, la muerte fetal, la preclampsia
grave precoz, la restriccién del crecimiento intrauterino, el desprendimiento precoz
de placenta y los partos prematuros.?

Cuando esta entidad aparece de forma aislada, se denomina SAF primario; y
cuando estd asociada a otra enfermedad, como el lupus eritematoso sistémico
(LES), entre otras, se denomina SAF secundario.!?

El sindrome es causado por un trastorno autoinmune que conduce a la produccién
de autoanticuerpos dirigidos contra proteinas que unen fosfolipidos. Entre estos
anticuerpos se encuentran las anticardiolipinas (ACL), que van dirigidas contra un
componente de las membranas de la mitocondrias; el anticoagulante lUpico (AL),
que provoca prolongacion en las pruebas de coagulacion dependientes de
fosfolipidos y los anti-beta2 glicoproteina I (anti-B2-GPI), que son inmunoglobulinas
gue reconocen a esta proteina en presencia de fosfolipidos anionicos.?

Otro grupo de autoanticuerpos son los anticuerpos antiprotrombina, cuya presencia
se ha asociado a eventos trombadticos; pero debido a que los mecanismos
protrombéticos son multifactoriales, la utilidad clinica de estos autoanticuerpos
todavia esta en desarrollo.3
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En la actualidad se han detectado otros tipos de autoanticuerpos en pacientes con
SAF, como son los antianexina V, antiproteina C, antiproteina S,
antitrombomodulina, antiplaquetarios, antieritrocitarios y antinucleares, entre
otros; los cuales no se utilizan en la practica médica diaria ya que su papel
patogénico aun se encuentra en investigacion. Sin embargo, en los Ultimos afios se
han descrito estudios de anticuerpos antinucleares para diferenciar un SAF primario
de un SAF secundario.*

En general, en los paises en vias de desarrollo se desconoce la magnitud del
problema ocasionado por los anticuerpos antifosfolipidos (aFL) en mujeres con
pérdidas recurrentes de embarazo (PRE), debido a que para el diagndstico de esta
entidad se precisan pruebas que resultan costosas, requieren de personal calificado
para su interpretacién y por otra parte, no existe uniformidad en las técnicas de
laboratorio utilizadas por diferentes instituciones para realizar el diagndstico.

Sin embargo, en Cuba contamos con las herramientas diagndsticas para la
identificacion de estos anticuerpos aFL, lo que constituye un pilar fundamental en el
analisis diferencial de esta entidad obstétrica.

La complejidad y diversidad de los sintomas, al igual que la presencia de diversas
alteraciones en los examenes de laboratorio, hacen del SAF una entidad que en
multiples ocasiones es de dificil enfoque diagnostico. La revision de los
procedimientos de laboratorio que se evalian en el Instituto de Hematologia e
Inmunologia (IHI) es importante para promover un adecuado diagndstico y, de esta
forma, asegurar una terapéutica que permita la conclusion exitosa del embarazo.

Por tal motivo, se realizé una actualizacion analitica para el manejo en el
laboratorio, de pacientes posibles portadoras de SAF, evaluando los criterios clinicos
y diagndsticos mas actualizados, segun la disponibilidad de reactivos en la
institucion.

CRITERIOS PARA EL DIAGNOSTICO DEL SAF EN MUJERES
CON PERDIDAS RECURRENTES DE EMBARAZO

Consideraciones obstétricas

La PRE se define como la pérdida de dos o mas embarazos consecutivos antes de
las 20 semanas de gestacién; si bien algunos grupos sefalan que pueden incluirse
pérdidas posteriores a las 20 semanas.®

La oportunidad apropiada para iniciar los estudios de SAF es luego de dos PRE; sin
embargo, no existe un acuerdo de protocolo de estudio y se sugieren otros
criterios:

- Una o mas PRE antes o después de las 10 semanas con fetos morfolégicamente
normales.

- Uno o mas partos pretérmino alrededor de las 34 semanas, como consecuencia de
preclampsia severa o insuficiencia placentaria.*

Las pacientes se deben estudiar y tratar en el contexto de un equipo
interdisciplinario (obstetra, hematdlogo, genetista).®
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Criterios diagndsticos

De acuerdo con el criterio de clasificacion mas reciente, un diagndstico de SAF
requiere la presencia de una manifestacion clinica y un criterio de laboratorio.”

Criterios clinicos

e Trombosis vascular: uno o mas episodios clinicos de trombosis arterial,
venosa o de pequefios vasos, en cualquier tejido u érgano. La trombosis
debe confirmarse por imagen, estudio Doppler o histopatologia, con la
excepcion de la trombosis venosa superficial. °

e Morbilidad en el embarazo:

e Una o mas muertes inexplicables de un feto morfolégicamente normal a las
10 semanas o mas de gestacién, con morfologia normal documentada por
ecografia o examen directo del feto.1%11

e Uno o mas partos prematuros de un recién nacido morfolégicamente normal,
de 34 semanas de gestacién o menos, a causa de una preclampsia o
eclampsia grave o una insuficiencia placentaria grave.?13

e res 0 mas abortos espontaneos consecutivos inexplicables, antes de las
10 semanas de gestacion, en los que se excluyan anormalidades anatémicas
u hormonales maternas y cromosomopatias maternas o paternas.t3:!4

Criterios de laboratorio

e AL presente en plasma en dos o mas ocasiones, separados por 12 semanas
y detectados segln el consenso internacional hemostasia y trombosis: !>

- Prolongacién de los tiempos de coagulacién dependiente de fosfolipidos,
demostrado por coagulometria a través de una prueba de despistaje (tiempo de
cefalina activada (TCA), tiempo de caolin, prueba del veneno de vibora de Russell
diluido). No se corrige la prolongacion de los tiempos de coagulacidon mezclandolo
con plasma normal pobre en plaquetas.

- Se corrige el alargamiento de los tiempos de coagulacién con la prueba de
despistaje que anade fosfolipidos.

- Exclusién de otras coagulopatias (por ejemplo, inhibidor del factor VIII, IX o
heparina).

- El AL debe ser considerado si al menos una de las pruebas realizadas es positiva.

e Anticuerpos ACL IgG o IgM en suero o plasma, presentes en titulo medio o
alto (mas de 40 unidades de IgG fosfolipidos o IgM fosfolipidos, o mayor del
percentil 99) en dos o mas ocasiones, separados al menos 12 semanas,
medidos por ELISA.

e Anticuerpo anti-f2-GPI tipo IgG, IgM, o ambos, en suero o plasma,
presentes en titulo mayor del percentil 99, en mas de dos ocasiones, con al
menos 12 semanas de diferencia, medido por la técnica de ELISA
estandarizada.

La coexistencia de factores de riesgo de trombosis no excluye el diagnéstico.

Diagndstico diferencial

¢ Enfermedades que se deben descartar si el paciente ha sufrido una
trombosis arterial o venosa inexplicable;?
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Trombosis por causas hereditarias, entre ellas:
Factor V Leiden (variante genética mutada que conduce a una resistencia a
la inactivacién de la proteina C activada).
Deficiencia de proteina C.

Deficiencia de proteina S.

Deficiencia de antitrombina III.

Trombosis de otras causas:
Hiperhomocisteinemia.

Sindrome nefrético.

Anticonceptivos orales que contienen estrégenos.
Sindromes mieloproliferativos.

Vasculitis sistémicas.

DEFINICION Y DETECCION DE LOS ANTICUERPOS
ANTIFOSFOLIPIDOS (aFL) EN EL LABORATORIO

El término anticuerpos aFL agrupa a una familia de auto y aloanticuerpos de
especificidad amplia, descubiertos, bien por la prolongacion in vitro de los tiempos
de coagulacion dependientes de los fosfolipidos (entonces se les llamé AL), o bien
por pruebas inmunoldgicas. Los fosfolipidos son los principales constituyentes de las
membranas celulares. Se han descrito anticuerpos aFL dirigidos contra estos
fosfolipidos o contra proteinas asociadas a ellos.!®

La demostracion de estos anticuerpos es obligatoria para el diagndstico del SAF y
es parte de los criterios diagndsticos del LES. En los criterios de clasificacion antes
mencionados se incluye la presencia persistente en plasma del paciente, del AL, de
anticuerpos aCL y aB2GP1. Los tres ensayos detectan poblaciones de aFL con
caracteristicas que se solapan pero que no son idénticos. Los ensayos de aCL y
aB2GP 1 se realizan en fase sélida, mientras que el AL mide la presencia de
anticuerpos funcionales dirigidos especialmente contra proteinas que se unen a los
fosfolipidos (B2GP1, protrombina y otras).!6:17

En el diagndstico del SAF, las pruebas de laboratorio son de gran valor ya que la
incidencia de los sintomas clinicos, trombosis, morbilidad, o ambas, en el embarazo
es alta y con frecuencia determinada por otras causas.

Determinacion del AL

El AL tiene la propiedad de alargar los tiempos de coagulacidon dependientes de
fosfolipidos y son anticoagulantes circulantes. Debido a la ausencia de
normalizacion de las técnicas de hemostasia y a la diversidad de las cefalinas
disponibles, el AL es quizas el diagndstico mas dificil en el SAF.16

El procesamiento de la muestra extraida es un paso determinante en la deteccion
de este anticuerpo para lo que se requiere plasma citratado libre de plaquetas que
se obtiene por doble centrifugacién para eliminar las plaquetas residuales, ricas en
fosfolipidos anidnicos, particularmente de membrana, capaces de neutralizar los
AL de titulos bajos. Es por ello que el plasma citratado debe centrifugarse una
primera vez a 3000 rpm durante 10 min, se decanta y se centrifuga por segunda
vez a 3000 rpm, 10 min. El plasma libre de plaquetas se puede congelar y
conservar a -20 °C durante varias semanas. Los fosfolipidos son aportados por el
reactivo.’
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Pruebas coagulomeétricas
- Tiempo de cefalina activada (TCA)

Esta prueba es utilizada para la deteccion de déficit de factores de la via enddgena,
deteccidon de anticoagulante circulante o para el control del tratamiento con
heparina. En el caso de la deteccidon del AL, realizado a través de la prueba
comercial PTT-LA, se mide el tiempo de recalcificacién plasmatica en presencia de
cefalina y activador. La presencia de anticuerpos AL se traduce en un alargamiento
de este tiempo de coagulacion. La sensibilizacion del reactivo permite acentuar
especificamente el alargamiento debido a los AL.'8

- Tiempo de veneno de vibora Russell diluido (dRVVT)

Esta prueba de diagndstico in vitro se basa en la capacidad del veneno de vibora de
Russell para inducir trombosis. El veneno, activador del factor X, en presencia de
calcio desencadena la coagulacion y elimina la interaccién de los factores situados
en etapas anteriores. Por tanto, esta prueba es independiente de las anomalias de
la fase de contacto y de las que afectan a los factores VIII y IX (déficit o
inhibidores).

La prueba inicial se realiza en presencia de bajas concentraciones de fosfolipidos lo que,
en presencia de AL, alarga el tiempo de coagulacion. Un resultado anormal para el
ensayo dRVVT inicial debe ser seguido por un dRVVT confirmatorio. En esta ultima
prueba se adiciona un exceso de fosfolipidos que neutralizan los

AL presentes en el plasma a analizar. Los tiempos de coagulacion de ambos, en el ensayo
inicial dRVVT vy el confirmatorio, estdn normalizados y son utilizados para determinar una
relaciéon o cociente de tiempo sin exceso de fosfolipido y tiempo con exceso de
fosfolipido. En general, un cociente mayor que 1,2 se considera un resultado positivo e
implica que el paciente puede tener anticuerpos aFL.

Esta prueba es muy sensible para la deteccidén de AL, debido a que no esta influenciada
por deficiencias o inhibidores de factores de coagulacién VIII, IX, XI o XII.'?

Los resultados del AL deben interpretarse con precaucion si la muestra se ha
extraido préxima al evento tromboembdlico. Un ensayo positivo debe ser repetido a
las 12 semanas para realizar el diagndstico de SAF.

Deteccion de anticuerpos aFL por métodos inmunoldgicos

Los anticuerpos aFL tienen como dianas antigénicas los fosfolipidos, la asociacion
fosfolipidos-proteinas o solo las proteinas. Entre estas, las mas conocidas son la
B2-GP1, principal cofactor de los anticuerpos ACL, la protrombina y la anexina V. 2°

En las pruebas inmunoldgicas, primero se estudian los anticuerpos ACL, que se fijan
a la cardiolipina (fosfolipido de la membrana interna de las mitocondrias).
Estos anticuerpos se analizan a través del método ELISA, ensayo que consiste en la
deteccién de los anticuerpos IgG o IgM del suero diluido del paciente a través de su
union a cardiolipinas fijadas en una placa en presencia de suero bovino.?!

Esta técnica detecta aquellos anticuerpos que se unen a la cardiolipina
directamente y a aquellos que reconocen a la B2-GP1 bovina unida a la cardiolipina.
Se considera positiva para SAF la presencia de titulos moderados y altos por un
periodo prolongado de mas de 12 semanas. Este estudio se considera un ensayo
con alta sensibilidad pero baja especificidad.??
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Un nivel de ACL positivo bajo posee un significado clinico cuestionable
(puede detectarse en pacientes con enfermedades infecciosas, inflamatorias y
cancerigenas).?3

Los anticuerpos anti-B2-GP1 se determinan también por la técnica de ELISA y los
resultados son semicuantitativos, y permiten diferenciar titulos débilmente
positivos, positivo moderado o fuertemente positivo. Este estudio detecta los
anticuerpos dirigidos contra B2-GP1 nativa. 23 24

CONSIDERACIONES FINALES

Investigaciones recientes evidencian algunas consideraciones que enriquecen el
diagnostico de SAF,.1:8:16,18,20

e La presencia de aFL en concentraciones medias o altas identifica a pacientes
con un riesgo elevado de eventos clinicos asociados al SAF.

e Todos los resultados de los aFL deben interpretarse en el contexto clinico del
paciente y en el perfil global de aFL (AL, aCL y aB2GP1).

e Conforme se incrementa el nimero de anticuerpos positivos (AL, ACL y
apB2GP1) a niveles medio o alto, aumenta el riesgo de trombosis y
morbilidad en el embarazo.

e La asociacién de AL con niveles medio/alto de aCL y aB2GP1 es referida
como la triple positividad. Se correlaciona mejor con trombosis y morbilidad
en el embarazo que cualquier otro perfil de aFL.

e El riesgo de sintomas clinicos de SAF (incluyendo trombosis recurrente,
pérdida fetal recurrente, trombocitopenia, o0 ambos) se eleva conforme se
incrementan los niveles de ACL IgG. No obstante, cuando es el Unico
anticuerpo positivo su asociacidon con trombosis disminuye.

e El factor reumatoide y los inmunocomplejos pueden producir resultados de
ACL IgM y de anti-B2GP1 IgM falsos positivos.

En conclusidn, el SAF es una enfermedad de dificil diagndstico, tanto desde el punto
de vista clinico como de laboratorio. De su conocimiento y caracterizacion
dependera su adecuado diagnostico y manejo terapéutico para lograr el éxito del
embarazo.
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