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Resumen

Introduccion. La deteccion de anticoagulante lapi-
co (AL) en pacientes que reciben el tratamiento con
antagonistas de la vitamina K (AVK) es todavia una
asignatura pendiente. Algunas guias recomiendan
realizar todas las pruebas en la mezcla equimolar
del plasma del paciente y el pool de plasmas nor-
males (PN+PP), en aquellos pacientes con RIN<3.
Sin embargo, la ultima guia de la ISTH sugiere no
determinar AL en pacientes con AVK.

Objetivo. Comparar la conclusion final de los es-
tudios de AL, realizando las pruebas de tamizaje y
confirmatorias en el plasma puro (PP) y en la mez-
cla (PP+PN), en pacientes en tratamiento con AVK.
Poblacion. 90 pacientes con diagndstico previo de
AL persistente, que al momento de su inclusion es-
taban en tratamiento con AVK con RIN < 3. Todos
habian sido estudiados por segunda vez para con-
firmar el diagnostico de AL persistente, a los tres
meses, bajo tratamiento anticoagulante con hepari-
na de bajo peso molecular y luego continuaron con
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el tratamiento con AVK.

Materiales y métodos. Se realizaron los ensayos de
tamizaje y confirmatorio del tiempo de veneno de
vibora de Russell (ARVVT y cRVVT) y del tiempo
de coagulacion de silice (sSCT y ¢SCT). Se prepa-
6 el pool de plasmas normales con 40 donantes de
sangre, que fueron negativos para la evaluacion de
AL. Los puntos de corte fueron establecidos local-
mente de acuerdo a la guia ISTH.

Resultados. 33/90 pacientes fueron AL positivo tan-
to en PP como en PP+PN, 27 negativos y 30 discor-
dantes. 46 de las 90 muestras fueron positivas por
dRVVT en PP, pero s6lo 18/90 fueron positivas por
ensayo de dRVVT en PP+PN. El valor de kappa para
la medida de la concordancia entre el ensayo dRV-
VT en ambas situaciones fue de 0,21 (IC del 95 %
= 0,047-0,374). 52/90 fueron negativos por ensayo
SCT en PPy 50/90 fueron negativos en PP+PN. 31/90
fueron positivos en ambos casos. So6lo 9/90 fueron
positivos por SCT en PP+PN y negativos en PP. El
indice kappa para el SCT fue 0,64 (0,431-0,844).
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DIFERENCIAS EN LA CONCLUSION FINAL DE LA BUSQUEDA DE ANTICOAGULANTE LUPICO EN PACIENTES ANTICOAGULADOS

CON ANTAGONISTAS DE LA VITAMINA K.

Discusién. Aunque realizar las pruebas de AL en
PP+PN en pacientes anticoagulados con AVK es
una practica habitual, de acuerdo con estos resul-
tados no es una buena opcion, porque podria dar un
diagndstico falsamente negativo o positivo, depen-
diendo del ensayo. La discrepancia entre usar o no
la mezcla es mayor en el ensayo de dRVVT.

Abstract

Introduction. The detection of lupus anticoagulant
(LA) in patients who are on vitamin K antagonist
(VKA) treatment is still an unresolved issue. Some
guidelines recommend performing all tests on the
equimolar mixture of the patient's plasma plus nor-
mal plasma pool (PN+PP) in those patients with
INR<3. However, the latest ISTH guideline sug-
gests not determining LA in patients with VKA.
AIM. To compare the final conclusion of LA stud-
ies, performing screening and confirmatory tests in
pure plasma (PP) and in the mixture (PP+PN), in
patients receiving VKA treatment.

Population. 90 patients with a previous diagnosis
of persistent AL, who at the time of inclusion were
in treatment with VKA with INR < 3. All had been
studied for a second time to confirm the diagnosis
of persistent LA, three months later, under anticoag-
ulant treatment with low molecular weight heparin
and then continued treatment with VKA.
Materials and methods. Screening and confirma-
tory tests of Russell's viper venom time (dRVVT
and cRVVT) and silica coagulation time (sSCT
and c¢SCT) were performed. The normal plasma
pool was prepared with 40 blood donors, who were
negative for the AL evaluation. The cut-off points
were established locally according to the ISTH
guideline.

Results. 33/90 patients were LA positive consid-
ering PP and PP+PN, 27 were negative and 30
discordant. 46 of the 90 samples were positive
by dRVVT in PP but only 18/90 were positive by
dRVVT assay in PP+PN. The kappa value for the
measure of agreement between the dRVVT test in
both situations was 0.21 (95% CI = 0.047-0.374).
52/90 were negative by SCT assay in PP and 50/90
were positive in PP+PN. Only 9/90 were positive
by SCT in PP+PN and negative in PP. The kappa
index for the SCT was 0.638 (0.431-0.844).
Discussion. Although performing LA tests on the
PP+PN mixture in anticoagulated patients with
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VKA is a common practice, according to these re-
sults, it is not a good option because they could give
a false negative or positive diagnosis, depending on
the assay. The discrepancy between using or not us-
ing the mixture is greater in dRVVT's assay.

Introduccion

La deteccion de anticoagulante lupico (AL) es uno
de los tres parametros de laboratorio que, junto con
la determinacién de anticuerpos anti cardiolipina
(aCL) y anti B2-glicoproteina I (anti f2GPI), par-
ticipan en la definicién de sindrome antifosfolipi-
do (SAF). Se denomina AL a un conjunto de auto
anticuerpos con especificidad contra fosfolipidos
asociados a proteinas, como la protrombina o la 2
glicoproteina I, que prolongan in vitro las pruebas de
coagulacion dependientes de fosfolipidos (FL)". La
deteccion adecuada del AL es fundamental para el
manejo clinico de los pacientes a largo plazo.

Los criterios diagndsticos de AL establecidos por el
SSC (Subcommittee on Lupus Anticoagulant/ Anti-
phospholipid Antibody of the Scientific and Standar-
dization Committee) de la Sociedad Internacional de
Hemostasia y Trombosis son cuatro:

« prolongacion de los ensayos de coagulacion de-
pendientes de FL (pruebas de tamizaje),

« evidencia del efecto inhibitorio a través de los en-
sayos de mezcla con pool de plasmas normales (PN),
o demostracion de la dependencia de FL del inhibi-
dor (pruebas confirmatorias),

o diferenciar AL de otras coagulopatias o considerar
que puedan ocurrir simultaneamente.

Disponemos de tres guias publicadas por grupos
de expertos: la ISTH 2009 con actualizacion 2020
(Guia de la Sociedad Internacional de Hemostasia y
Trombosis)", la BCSH 2012 (Comité Britanico para
Estandares Clinicos en Hematologia)® y la CLSI
2014 (Instituto de Estandares Clinicos y de Labora-
torio)®, que concuerdan en que la detecciéon de AL
se debe realizar con, al menos, dos pruebas de tami-
zaje dependientes de FL, pero basadas en diferen-
tes vias de activacion de la coagulacion: el APTT o
pruebas derivadas de éste, como silica clotting time
(SCT) y el dRVVT. EIdRVVT es mas especifico para
AL, mientras que el APTT es mas sensible, aunque
depende en gran medida del reactivo utilizado.

Las tres guias aconsejan interpretar los resultados
de los ensayos mediante la utilizaciéon de la razén
normatizada definida como:
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Razén de la prueba de tamizaje = Tiempo de la prueba de tamizaje del paciente (s)

Tiempo de la prueba de tamizaje media normales (s)

Tiempo de la prueba confirmatoria del paciente (s)

Razén de la prueba confirmatoria =

Tiempo de la prueba confirmatoria media normales (s)

Razén normatizada = —Razon de la prueba de tamizaje
Razon de la prueba confirmatoria

Los puntos de corte deben ser establecidos en cada
laboratorio como el percentilo 99.0 (ISTH) o el 97.5
(CLSI).

Para la determinacién de anticuerpos aCL y aB2GPI
no existen interferencias con los anticoagulantes y es
posible su repeticion estando bajo tratamiento, pero
en el caso del AL si hay interferencias a nivel de la
medicion en el laboratorio. La interpretacion puede
ser erronea en presencia de anticoagulantes, ya que
éstos prolongan los tiempos de coagulacién de las
pruebas dependientes de FL y, por lo tanto, podrian
modificar la interpretacion de las pruebas de detec-
cion, de mezcla y de confirmacion™*.

Segun las recomendaciones de la ISTH 2020 como
CLSI 2014® se debe tener precaucién al interpre-
tar los resultados obtenidos en pacientes que reci-
ben heparina no fraccionada, mientras que BCSH
2012® especifica que no debe realizarse la busqueda
de AL. Los pacientes bajo tratamiento con heparina
de bajo peso molecular (HBPM) pueden ser diag-
nosticados realizando la toma de muestra al menos
12 horas después de la ultima dosis (se recomienda
que la actividad anti factor X activado sea menor a
0.3 UI/mL). En el caso de algunos anticoagulantes
orales directos (DOACSsS), incluso si estdn presentes
en niveles minimos, pueden dar lugar a resultados
falsamente positivos o negativos, utilizando APTT
0 dRVVT®®,

La deteccién de AL en pacientes que estan en tra-
tamiento con AVK es todavia una asignatura pen-
diente. Algunas guias recomiendan realizar todas
las pruebas en la mezcla equimolar del plasma del
paciente mas el pool de plasmas normales (PP+PN)
en aquellos pacientes con 1,5< RIN<3, sin embargo,
la Gltima guia de la ISTH sugiere no determinar AL
en pacientes con AVK.

El objetivo de este trabajo es comparar la conclusion
final de los estudios de AL, realizando las pruebas de
tamizaje y confirmatorias en el plasma puro (PP) y
en la mezcla (PP+PN) en pacientes bajo tratamiento
con AVK.
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Poblaciéon

Se incluyeron 90 pacientes mayores de 18 afos, que
presentaron un evento trombotico confirmado por
imagenes, con diagnoéstico de AL positivo, antes de
iniciar la anticoagulacién con AVK.

Todos habian sido estudiados por segunda vez para
confirmar el diagnéstico de AL persistente, a los
tres meses del primer estudio. Debido a que ya ha-
bian iniciado el tratamiento con AVK, se los roté a
HBPM para el estudio y luego de la extraccion de
sangre, retomaron los AVK.

Todos los pacientes contaron con el consentimiento
informado para participar del estudio de investigacion.

Materiales y métodos

La sangre obtenida por puncién venosa fue colocada
en tubos de citrato de sodio 3,2% (1:9 citrato:sangre)
como anticoagulante. El plasma se obtuvo por doble
centrifugacién a 2000 xg por 15 min. Las muestras
se conservaron a temperatura ambiente y se proce-
saron antes de las 4 horas de haber sido extraidas®'?.
Se realizaron: anticuerpos anti cardiolipinas y anti 2
glicoproteina I, en ambos IgG e IgM (Elisa manual
-Biosystem), tiempo de protrombina (Neoptimal -
STAGO), tiempo de tromboplastina parcial activada
(Cephascreen -STAGO).

Detecciéon de AL. Los ensayos de screening y con-
firmatorios para dRVVT y cRVVT (STACLOT
DRVYV Screen y Confirm- STAGO) y del tiempo de
coagulacion de silice, sSSCT y ¢cSCT (HemosIL Silica
clotting time - Werfen Company) se realizaron por
método coagulométrico automatizado en un equipo
de deteccion por viscosidad (STA Compact Max 3
-Stago).

Los puntos de corte fueron establecidos localmente
de acuerdo con la guia ISTH (Tabla 1).

Criterios. Se tomd AL positivo cuando al menos
una prueba (dRVVT o SCT) presentaba una razén
normatizada superior al punto de corte. Se conside-
ré AL negativo cuando las razones normatizadas de
ambas pruebas fueron inferiores al valor de corte.
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Todas las pruebas para la deteccion del AL fueron
realizadas en el plasma puro del paciente (PP) yen la
mezcla equimolar PP+PN en el mismo dia.

Preparacion de pool normal. El pool de plasmas
normales se preparé mezclando muestras de 40 do-
nantes de sangre con TP y APTT normales, siendo
negativos para la evaluaciéon de AL!?).

Resultados
La media de edad de la poblacion fue de 49 afios

(rango: 15 - 83), 57 mujeres y 33 hombres. Al mo-
mento de este estudio, todos los pacientes presenta-
ban un RIN <3.

Enla figura 1 podemos ver las manifestaciones clini-
cas de la poblacion en estudio.

Se evaluaron los riesgos de la poblacién a través de
los siguientes indices: aPL-S (antiphospholipid score)
1D, GAPSS (Global Anti-Phospholipid Syndrome Sco-
re)1? y triple positividad representada por la positi-
vidad de las pruebas de AL, ap2GP1 y aCL simulta-
neamente (Tabla 2).

Tabla 1. Valores de referencia y puntos de corte calculados.

Determinacion Valor de ref/ corte Determinacion Valor de ref/corte
dRVVT 28-38 seg SCT 40-54 seg
dRVVT confirmatorio 28-30 seg SCT confirmatorio 38-46 seg
Razon normatizada de Russell Menor a 1.20 Razon normatizada de SCT Menor a 1.26

En la tabla se representan los valores de corte calculados por el laboratorio.
dRVVT: tiempo de veneno de vibora Russell diluido. SCT: silica clotting time.

Figura 1. Manifestaciones clinicas en la poblacion estudiada, indicando el numero de pacientes en cada
una de ellas.

TVP: trombosis venosa profunda. TEP: tromboembolismo pulmonar. ACV: accidente cerebrovascular. T:
trombosis. IAM: infarto agudo de miocardio.

Tabla 2. Indices de riesgo en los pacientes en estudio

Valor Pacientes Porcentual
aPL-S >30 22/90 24%
GAPSS >10 16/90 18%
Triple positividad: AL / af2GP1 /aCL 8/90 9%

Tabla 2. Muestra el numero de pacientes que presenta indices elevados sobre el total de pacientes y el porcentual que
representa. Los valores por encima de 30 y 10 para aPL-S y GAPSS respectivamente, representan un riesgo mayor.
aPL-S: antiphospholipid score. GAPSS: Global Anti-phospholipid Syndrome Score. AL: anticoagulante lupico. ap2GP1:
anticuerpos anti beta 2 glicoproteina I. aCL: anti cardiolipin
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En los estudios de deteccion del AL, del total de 90
pacientes, 33 fueron positivos para AL tanto en PP
como en PP+PN (14 por ambos ensayos, 17 sélo por
SCT y 2 tnicamente por dRVVT); 27/90 fueron ne-
gativos estudiados tanto en el PP como en la PP+PN
y 30/90 presentaron resultados discordantes en una
o en ambas pruebas (Tabla 3).

A partir de los datos de la tabla 3, se definieron 3 gru-
pos: grupo positivos: aquellos pacientes que fueron
positivos estudiados tanto en el PP como en PP+PN;
grupo negativos: aquéllos cuya conclusion final fue AL
negativo, tanto en PP como PP+PN y grupo discor-
dantes: aquéllos que presentaron diferencia en la con-
clusion final cuando se estudiaron en PP y en PP+PN.
Evaluando valores de RIN de los pacientes al mo-
mento del estudio (Figura 2) se observa que no hay
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diferencias en la distribucién de datos segun los va-
lores de RIN en los distintos grupos.

Se evalud la cantidad de resultados positivos cuando
los ensayos se realizaron en las muestras purasy en las
mezclas equimolares, en los ensayos utilizados para el
diagnostico de AL (SCT y dRVVT) (Figura 3).

De las 90 muestras, 47 fueron positivas por dRVVT
en PP, pero sdlo 18/90 fueron positivas por dRVVT
en PP+PN. Segutn la prueba SCT 38/90 fueron posi-
tivas en PP y 40/90 fueron positivas en PP+PN.

Se evaluaron los valores de concordancia para la
conclusion final entre PP y PP+PN para dRVVT
(Tabla 4) y para SCT (Tabla 5) a través del indice ka-
ppa. Para el ensayo de dRVVT se observé una con-
cordancia baja (IC:0.21) y para SCT se observé un
grado de concordancia bueno (IC:0,64).

Tabla 3. Grado de concordancia de los resultados considerando las pruebas empleadas en la deteccion del AL

Conclusion final PP (plasma del paciente) Total
Negativo (-) Positivo (+)

PP+PN Negativo (-) 27 21 48

(mezcla equimolar) | pysitivo +) 9 33 42

Total 36 54 90

Tabla 3. Se describe el grado de concordancia de los resultados entre las pruebas realizadas con PP o con PP+PN. Se tomé
AL positivo cuando al menos una prueba (dARVVT o SCT) presentaba una razén normatizada superior al punto de corte.
Se considerd AL negativo cuando las razones normatizadas de ambas pruebas fueron inferiores al valor de corte.

Figura 2. Valor de RIN en los grupos definidos segn la conclusion final del estudio de AL

Figura 2. Se evaluo la influencia del RIN sobre los 3 grupos definidos como positivos, negativos y discordantes, segiin
los resultados del estudio de AL en PP y en PP+PN.
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De los 22 pacientes que presentaron el indice aPLS
elevado, 15 fueron positivos con PP y con PP+PN, 2
negativos con ambas muestras y 5 discordantes, don-
de todos eran negativos con PN+PP. Por otro lado,
de los 16 pacientes con el indice de GAPSS elevado,
10 fueron positivos en ambos casos y 6 discordantes,
donde también todos los negativos correspondian a
la muestra de PP+PN.

Discusion

Idealmente, las pruebas de anticoagulante lupico
deberian ser realizadas en pacientes no anticoagula-
dos™. Sin embargo, el estudio que se debe realizar
para confirmar la positividad persistente luego de
las 12 semanas, suele hacerse cuando los pacientes
ya estan anticoagulados con AVK, y la interrupciéon
del tratamiento anticoagulante para la prueba de

Figura 3. Cantidad de positivos segtin la prueba diagnostica empleada, para las muestras PP o PP+PN

Figura 3. Se muestra la cantidad de pacientes positivos para cada ensayo, comparando las muestras PP y PP+PN.
dRVVT: tiempo de veneno de vibora Russell diluido. SCT: silica clotting time. PP: plasma puro. PP+PN: plasma puro
mas plasma normal.

Tabla 4. Valor de concordancia para dRVVT

dVVRT PP+PN
(-) (+)
PP ) 39 4
(+) 33 14

Indice kappa: 0,20
(IC del 95 % = 0,038-0,360)

Tabla 5. Valor de concordancia para SCT

SCT PP+PN
) (+)
PP ) 43 9
(+) 7 31

Indice kappa: 0,64
(IC del 95 % = 0,431-0,844)

Tablas 4 y 5. Se describen los valores de concordancia para cada prueba con las muestras PP y PP+PN
dRVVT: tiempo de veneno de vibora Russell diluido. SCT: silica clotting time. PP: plasma puro. PP+PN:
plasma puro mads plasma normal.
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AL podria aumentar el riesgo trombdtico para el
paciente, especialmente poco después de un evento
tromboembdlico.

Aunque la mezcla del plasma del paciente con PN es
ampliamente utilizada"*'¥ y aceptada por distintas
guias internacionales, de acuerdo con estos resulta-
dos no seria una buena opcion, porque podria dar
un diagnostico falsamente negativo, dependiendo
del ensayo y el tipo de anticuerpo.

Los pacientes que mostraron discordancia en la con-
clusion final en este trabajo fueron aquéllos con ra-
zones normatizadas del dRVVT y SCT cercanas a los
puntos de corte en el PP como era esperable. La dis-
crepancia entre hacer el diagnostico con el PP o en
la mezcla PP+PN es mayor con el ensayo de dRVVT,
47 de las 90 muestras fueron positivas por dRVVT
en PP, pero s6lo 18/90 fueron positivas por ensayo
de dRVVT en PP+PN (29 discrepantes). En cambio,
con el ensayo de SCT sélo discreparon 2 muestras,
ya que los AVK disminuyen la funcionalidad de los
factores dependientes de vitamina K que afectan
principalmente al ensayo de dRVVT.

Los resultados obtenidos concuerdan con la reco-
mendacion de la guia ISTH actualizada en 2020,
que recomienda no trabajar con la mezcla PP+PN
para las pruebas de AL en pacientes anticoagulados
con AVK, ya que dan resultados discordantes en la
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conclusion final entre los ensayos realizados en el PP
y los realizados en el PP+PN. Este hecho dificulta
la confirmacién de la persistencia de AL, ya que al
momento de realizarla, el paciente suele estar anti-
coagulado con AVK y no todos los pacientes pueden
pasar a heparina de bajo peso molecular por su alto
costo.

Trabajos recientes demuestran que la combinacién
de las pruebas tiempo de veneno de serpiente Taipan
con el tiempo de Ecarin podrian ser una solucidon
para las pruebas de AL en este tipo de pacientes™).
Se necesita mas evidencia de estudios colaborativos
con ensayos estandarizados antes de poder reco-
mendar su uso general y todavia no se encuentran
disponibles en Argentina.

La investigacion de laboratorio del AL para el diag-
noéstico y la estratificacion del riesgo de SAF sigue
siendo un desafio, tanto para los médicos como para
el personal de laboratorio, ya que todos los ensayos
de AL utilizados actualmente tienen sus limitaciones
y son propensos a multiples fuentes de interferen-
cia, como las drogas anticoagulantes. Los informes
interpretativos de los resultados de AL deben ser
siempre proporcionados por profesionales de labo-
ratorio calificados y seria utilidad colocar el estatus
anticoagulante del paciente al momento del estudio.

Contribucion de los autores: Todas las personas autoras han efectuado una contribucién sustancial a la
concepcion o el disefio del estudio o a la recoleccion, andlisis o interpretacion de los datos; han participado
en la redaccion del articulo o en la revision critica de su contenido intelectual; han aprobado la versién final
del manuscrito; y son capaces de responder respecto de todos los aspectos del manuscrito de cara a asegurar
que las cuestiones relacionadas con la veracidad o integridad de todos sus contenidos han sido adecuada-
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