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Ventaja del uso de APTT sensible e insensible al anticoagulante lupico
junto al dRVVT en el diagndstico de anticoagulante lupico

>>> Leonardo Bello, Maibi Apaclia, Ricardo Raul Forastiero. MANLAB, Sector

Hematologia/ Hemostasia.

El diagndstico de laboratorio del sindro-
me antifosfolipido (SAF) requiere la deter-
minacion de la actividad de anticoagulante [upico
(AL) por ensayos de coagulacién y de anticuerpos
anticardiolipina y anti-f,-glicoproteina | por
ensayos en fase sélida (1). La deteccion de AL esta
basada en ensayos coagulantes dependientes de
fosfolipidos (FL). A pesar de los afios transcurridos
el diagndstico siempre resulta complejo y requiere
de métodos de coagulacidon bien establecidos,
puntos de corte adecuadamente obtenidos y de
criterio profesional para la interpretacion de los
resultados. Entre otras complicaciones esta la
evaluacién en pacientes con terapia anticoagu-
lante con heparina, anti-vitamina K y los mas
recientes antitrombdticos directos (DOACs anti-
Factor Xay anti-trombina).

Figura 1. Pautas para establecer los pun-
tos de cortenormal enlos ensayos para AL

i{Como determinar el punto de corte NORMAL para LA?

40 plasmas normales (2009)

120 plasmas normales (2020)

Establecer P1,5-Py7,5 (rangs de referencia normal) para cada srsare
serean y confirm de LA

Establecer Pgg come punto de corte para snsayos LA y para razcnes
screanjconfim
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Analizador Multiparamétrico

® Dispositivo individual de un solo uso que contiene .
todos los reactivos necesarios para realizar el ensayo. e «"-
»

m (apacidad multiparamétrico: Procesa hasta 30
diferentes pruebas por corrida.

m Lavelocidad permite obtener resultados simultdneos

de diferentes paneles.

m El primer resultado se obtiene antes de 90 minutos. l ~

m Volumen de muestra:

La muestra se dispensa manualmente. ELISA:
Minimo de muestra 60 uL.
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> > Figura 2. Ensayos y combinaciones utiliza-
doseneldiagnosticode ALen2023

Test sensible a LA Test insensible a LA
dRVVT (apareados) dRVVT screen dRVVT confirm
(Werfen-Stago-
Siemens-TCoag)
APTT (apareados) SCT screen (Werfen) SCT confirm
PTT-LA (Stago) Staclot LA (kit)
PTT-LA (Stago) CK-Prest
PTT-LA (Stago) Pathromtin-SL (Siemens)
Cephen LS (Hyphen) Cephen
Actin FSL (Siemens) Actin FS (Siemens)
T/E Taipan test Ecarin test

Las ultimas guias publicadas por el Comité
cientifico de estandarizacion (SSC) de la Sociedad
Internacional de Hemostasia y Trombosis (ISTH)
fueron de 2020 (2). Contienen una serie de
recomendaciones que deben seguir los labora-
torios que realicen la prestacion de AL. Respecto a
los ensayos a realizar se incluye un perfil de ensa-
yos de rutina (tiempo de protrombina, APTT es-
tandar y tiempo de trombina) para conocer el
estado basal del paciente. Ademas, dos tipos de
ensayos especificos para LA basados en principios
diferentes: dRVVT (tiempo de veneno de vibora
Russell diluido) y APTT sensible. El APTT pre-
ferentemente debe contener silice como activa-
dor. La prolongacién en los dos tipos de ensayos
debe establecerse cuando el valor obtenido su-
pera el punto de corte establecido localmente en
cada laboratorio evaluando plasmas normales. Se
complementa con ensayos de mezcla con plasma
normal y con ensayos confirmatorios. Una de las
interpretaciones se basa en el calculo (normali-
zado o no) de la razén del ensayo de deteccién-
/ensayo de confirmacion.

El mismo es considerado positivo si esa
razén es mayor al percentil 99 de la distribucién
normal.

Los puntos de corte se deben establecer
realizando en varios dias, plasmas normales, y la
recomendacion es usar 100-120 plasmas de indi-
viduos aparentemente normales (3). Los rangos
de referencia de normalidad de cada ensayo se
deben establecer entre el percentil 2.5y el 97.5. En
cambio, el punto de corte del percentil 99 de la
distribucion se sugiere como el recomendado para
establecer que un ensayo es positivo cuando es
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mayor el resultado obtenido que el P99 (Figura 1).
Esto se aplica tanto a los ensayos individuales
como a las razones utilizadas (ejemplo: screen-
/confirm, mezcla paciente+normal/normal, etc).

Algo importante es excluir los outliers
(valores enlos extremos de la distribucién normal)
antes de establecer los puntos de corte normal (2).
Para ello se sugiere usar el método de Reed que
basicamente se refiere a la exclusidn del resultado
mds prolongado (en el caso de ensayosde AL).

~ > Figura 3. Caracteristicas de los principales
venenos de vibora utilizados en el diagndstico del
AL

Ensayo Disefio

Principal utilidad

dRVVT Factor X Lee FL LA LA screen
Anti-vitamina K
DOAC (anti-FXa)

DOAC (anti-trombina)

doecFL LA

|- fibrinogeno

S FV /Fll

DOAC (anti-trombina)
heparinas
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Factor Il JecFL LA
-fibrinogeno / Fll
DOAC (anti-trombina)
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~> > Figura 4. Porcentaje de pacientes del
grupo de 1553 pacientes con resultados negativos
o positivos de acuerdo con el valordelarazén PTT-
LA/Pathromtin-SL

Anticuagulante lupico % de muestras

[ Positivo
S8R Borderline 20
I Negativo

1]
Razén PTT-LA/Pathromtin-SL <130  1.30-1.39 140-1.49 150-199 200-249 >2.49

Ensayos de laboratorio para el diagnéstico del AL

Los métodos recomendados para la dete-
ccion o screning quedaron restringidos a dos tipos:
dRVVT y APTT con baja concentracion de FL. Esta
combinacién tiene un alto % de posibilidad de
detectar al AL si estd presente. Algo importante es




el tipo de activador del APTT porque silice es el
unico recomendado. El &cido eldgico muestra una
cierta sensibilidad, pero menor que la del silice.
Otro ensayo comercial de amplio uso en el mundo
es el silica clotting time (SCT) que es basicamente
un APTT (Figura 2). Hay otros ensayos que no se
recomiendan por diferentes motivos: variabilidad
en la sensibilidad de los reactivos (tiempo de
protrombina con tromboplastina diluida), poca
reproducibilidad (tiempo de coagulaciéon con
caolin) o la imposibilidad de conseguirlos comer-
cialmente (tiempo textarin/ecarin) (4). Un ensayo
recientemente validado para el estudio del AL esta
basado en dos venenos de vibora que activan
directamente protrombina o factor Il de coagu-
lacién (5). Ellos son el Taipan con sensibilidad a FL
pero que no es afectada en pacientes con anti-
vitamina K o DOACs anti-FXa. El Ecarin es insen-
sible a la presencia de FL y seria la prueba
confirmatoria (Figura 2). Lamentablemente estos
reactivos no se pueden conseguir aun en Latino-

américa. EnlaFigura3 podemosverunresumende
los distintos venenos de vibora y los ensayos que
se usan paradiagnosticarel AL.

APTT apareados

El APTT es una prueba de rutina que
permite la deteccién de deficiencias de factores de
la via intrinseca de la coagulacion, heparina,
inhibidores adquiridos de la coagulacion tanto con
tendencia clinica hemorrégica (ej: inhibidor anti-
FVIII) como trombdtica (AL). Obviamente que la
sensibilidad a estas alteraciones no es igual en
todos los reactivos comerciales porque basica-
mente difieren en el tipo de activador y la compo-
sicionde FL.

Una de las primeras publicaciones que
recomienda un ensayo simple de deteccidn y
confirmacién estd basado enla publicacién de 1997
(6). Ellos usaron un reactivo con cefalina de conejo
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y activador caolin como APTT sensible al AL y Actin
FS que contiene FL de origen vegetal como APTT
insensible al AL. La razén entre el APTT sensible 'y
el insensible demostrd ser util para detectar al
inhibidor de tipo lupico, dando normal la misma en
pacientes con heparina y otras alteraciones he-
mostaticas que prolongan el APTT. En 23 pacientes
con AL, 22 dieron razones APTT sen-sible/APTT
insensible positivas (media 2.08). en general
observaronque conel APTT insensible se obtenian
resultados que eran la mitad en segun-dos que los
obtenidos con el APTT sensible. En pacientes con
deficiencias de factores oinhibi-dores anti-FVIll las
razones eran cercanas a 1.0 porque las prolonga-
ciones eran proporcionales conambosreactivos.

En otro trabajo mas reciente se compara-
ron los reactivos de APTT Cephen LS y Cephen (7).
La razén Cephen LS/Cephen mostro datos
positivos en 33 de 105 muestras previamente cla-
sificados como AL positivos y 31 de ellos dieron
también positivos en la razén usando dRVVT
(deteccion y confirmacién). Sin embargo, esta
combinacién de reactivos dio menor sensibilidad
que la obtenida previamente conlarazén dRVVTy
PTT-LAcdmo APTT sensible.

En 2016 se publicd un estudio realizado
por 4 anos en un centro pedidtrico donde detec-
taron 161 pacientes con APTT prolongado y confir-
mado en una una segunda muestra (8). Enlarutina
utilizaron Platelin LS por su versatilidad para de-
tectar deficiencias de factores y también la
presenciade AL. Como APTT confirmatorio usaron
un reactivo insensible al AL como el Actin FS. La
presencia de AL fue demostrada en 64/88 (73%).
Platelin LS (con silice) fue prolongado en ese
grupo de pacientes y solo 4 pacientes tuvieron
prolongacion de los 64 con Actin FS. El punto de
corte establecido fue de 1.29 y la razdn Platelin
LS/Actin FS tuvo una significacién estadistica con
AL (p<0.05). Usando este par de APTTs la sensi-
bilidad paradetectar ALaumento a 82-86%.

En Suiza realizaron un estudio para verifi-
car si la utilizacion de una razén APTT sensi-
ble/APTT insensible a AL podria resultar una herra-
mienta util en el estudio del AL (9). Incluyeron
muestras de pacientes con deficiencias de fac-
tores, inhibidores anti-FVIIl o anti-FIX, y bajo

terapia con heparina o anti-vitamina K. El grupo
principal fue evaluar al AL en 1553 pacientes
durante 3 afos. Utilizaron Pathromtin-SL y PTT-
LA, razén PTT-LA/ Pathromtin-SL y ademas los
ensayos de dRVVT. La sensibilidad al AL del
Pathromtin-SL fue de 59%, del PTT-LA fue de 82.1%
ydelarazén PTT-LA/Pathromtin-SL fue de 92.3%.

El Pathromtin-SL contiene silice como
activador y FL de origen vegetal. El PTT-LA con-
tiene silice y cefalina. Del grupo en estudio se
demostrd presencia de AL en 78 de 1553 pacientes
(5%). El punto de corte de la razén PTT-LA/ Path-
romtin-SL establecido en 1.40 permitid detectar
6.4% (10/157) de los pacientes AL positivo, una
razén >1.50 detecto el 19.9%(29/146) delos AL, una
razén >2.00 detecto el 62.3% (10/16) delos ALy una
razén >2.50 detecto el 100% (17/17) de los pacientes
con AL positivo. En la Figura 4 se muestran la
distribucion de los pacientes de acuerdo con las
distintas razones PTT-LA/ Path-romtin-SL. Se
puede observar que la proporcion de pacientes
con AL positivos seincrementa cuando aumentala
razén PTT-LA/ Pathromtin-SL (p<0.0-01).

APTT apareadosen MANLAB

Hace muchos afos uno de los autores (en
otra institucion) utilizaba la combinacién PTT-
LA/CK-Prest en casos dudosos y tenia buenos
resultados (datos no publicados). El motivo de
usar CK-Prest surgié como idea sabiendo que esun
reactivo con caolin y alta concentracién de fosfa-
tidiletanolamina. De ahi surgid la idea de usar ese
reactivo de APTT como confirmatorio del PTT-LA
que era nuestro reactivo sensible al AL. Por eso en
Manlab hace ya 4 afios probamos la combinacidn
PTT-LA/CK-Prest (Stago) en conjunto con el
dRVVT screen/confirm en la evaluacién de las
muestras derivadas para estudio de AL. Lamenta-
blemente Siemens no ofrece en su porfolio un
reactivo de APTT con demostrada sensibilidad al
AL. Evaluamos con plasmas normales el punto de
cor-te que establecimos en 1.30 (para la razén
APTT), en el caso de la razén dRVVT screen-
/confirm se establecié en 1.35. En una eva-luacion
inicial de 173 pacientes hallamos 50 que eran AL
positivo (28.9%). Hubo 22 casos (44%) (con ambas
razones (dRVVT y APTT) positivas, 17 (34%) con
solo positiva la razén dRVVT y 11 (25%) con solo
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positiva larazén APTT. En la Figura 5 se puede ver
la distribucion de resultados positivos y negativos
de acuerdo con los resultados en las razones
obtenidas con dRVVT y/o APTT. En total la razén
dRVVT screen/confirm fue positiva en 78% y la
razén PTT-LA/CK-Prest en el 66% de los pacientes
AL positivo. El rango en las muestras AL positivas
de la razén PTT-LA/CK-Prest fue de 1.41-3.14. El
rango en las muestras AL positivas de la razon
dRVVT screen/confirmfue de 1.41-2.89.

El reactivo de CK-Prest tiene la desventaja
que necesita agitacion constante y en nuestros
equipos automatizados no se logra con eficienciay
debiamos hacer agitaciéon manual del reactivo
cada vez que lo usdbamos. Por tal motivo a fines
del dltimo afio decidimos cambiary usar el reactivo
de Pathromtin-SL y actualmente usamos la razén
PTT-LA/Pathromtin-SL como par de APTT para la
deteccién y confirmacién del AL. En los ensayos
previos antes de realizar el cambio observamos
que habia muy buena correlacion con los resulta-
dos que tenfamos con la razén PTT-LA/CK-Prest
(datos nomostrados).

En el laboratorio también informamos el
resultado en grados de positividad porque a nues-
tro entender es muy importante. Los AL de activi-
dad débil tienen tendencia a negativizarse en el
tiempo y ademas tienen menor importancia como
significado clinico a futuro. Para la razén dRVVT
usamos la siguiente interpretacion: >1.35 positivo
débil, >1.75 positivo moderado y >2.0 positivo
fuerte. Para la razén APTT: >1.30 positivo débil,
>1.60 positivo moderado y >1.90 positivo fuerte.
Los rangos de positividad del dRVVT son similares
a los propuestos por la empresa comer-cial en la
informacion del reactivo, pero luego de una vali-
daciény ajustelocal enellaboratorio. Parael APTT
se tomd en cuenta la experiencia profe-sional para
definir los rangos. El informe final va con el rango
de positividad de la razén que dio mas alto. Ade-
mas, hay pacientes que dan solamente positivo
solo conuno delos dosensayos(dRVVT o APTT).

Recientemente en el Hospital Britanico
(servicio de Hematologia) hicieron un estudio de
comparacion de 3 combinaciones de APTT: PTT-
LA cédmo reactivo sensible y 3 insensibles al AL
(Pathromtin-SL, Cephascreen y CK-Prest). Utiliza-

ron 120 plasmas normales para establecer los
puntos de corte y 73 pacientes consecutivos para
estudio de AL (10). En 35 de 73 pacientes los
resultados fueron positivos. Establecieron los
percentiles 97.5 y 99 de la distribucidn normal y en
su coaguldmetro y poblacion evaluada, demos-
traron que las 3 combinaciones son utiles para el
diagndstico y la razén APTT sensible/APTT insen-
sible representa una estrategia simple y sensible
para el diagndstico de AL por la via del APTT, en
especial cuando el punto de corte se establece
como el percentil 97,5. Debe utilizarse en conjunto
con la prueba dRVVT. Las razones APTT con las
distintas combinaciones dieron positivas en mas
del 70% delos pacientes con AL positivo.

Puntos criticos

-Siempre que sea posible realizar el estudio de AL
en pacientes sinterapia antitrombdtica

-Suspender almenos 48hs en casos de tratamiento
con DOACs o 1 semana después de cesar los anti-
vitaminaK

-Utilizar al menos dos pruebas de deteccidn ba-
sados en principios de coagulacién diferentes

-Establecerlocalmente los puntos de corte de cada
ensayoincluido enelpaneldel AL

CONCLUSIONES

El estudio y la interpretacion del AL tiene
aun al dia de hoy ciertas dificultades basadas en la
diversidad de reactivos comerciales con diferente
sensibilidad al AL, la no utilizacién por parte de un
grupo importante de laboratorios de las reco-
mendaciones o guias de la ISTH, no utilizar o
validar los puntos de corte en forma local, etc.
Todo eso dificulta la correcta interpretacion de la
presencia o ausencia del AL en las muestras en
estudio. Muchos laboratorios solo realizan Ia
prueba del dRVVTy poreso laincorporacion de las
APTT apareados (sensible/insensible) es muy dtil
porque completa lo recomendado en las guias
internacionales y tiene un costo mds econdmico
dentro del panel de estudio del AL.
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