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Resumen

El sindrome antifosfolipidico puede ser primario o secundario a enfer-
medades autoinmunes. Los anticuerpos antifosfolipidos anticardiolipina
y anti-p2 glicoproteina | forman parte de los criterios de clasificacion de
esta enfermedad. El objetivo del trabajo fue comparar el valor diagnéstico
del inmunoensayo para la determinacién de anticuerpos anticardiolipina/
B2-glicoproteina | con el inmunoensayo de determinacién de anticuer-
pos antifosfolipidos (anticardiolipina/p2-glicoproteina I/fosfatidilserina/
fosfatidilinositol/fosfatidiletanolamina/fosfatidilcolina y esfingomielina),
en pacientes cubanos con sindrome antifosfolipidico. Ademas, se estimé
la frecuencia de estos anticuerpos en pacientes con lupus eritematoso
sistémico y artritis reumatoidea que tuvieron manifestaciones vasculares
u obstétricas. La muestra fue de 34 pacientes con sindrome antifosfoli-
pidico, 38 con lupus eritematoso sistémico, 33 con artritis reumatoidea
y 89 controles con otras enfermedades. Los anticuerpos se determinaron
mediante ensayos de inmunoabsorcién ligada a enzimas. La frecuencia
de anticuerpos fue superior en pacientes con sindrome antifosfolipidico
en comparacién con todos los grupos, para el ensayo anticardiolipina/
B2-glicoproteina | con titulos moderados o elevados (>40 U/mL) y para el
ensayo de anticuerpos antifosfolipidos. No se observaron diferencias en
el balance sensibilidad/especificidad entre ambos inmunoensayos, deter-
minado por el area bajo la curva ROC (p=0,9906). Los inmunoensayos
estudiados en pacientes cubanos con sindrome antifosfolipidico tienen
un valor diagndéstico semejante. La presencia de los anticuerpos anticar-
diolipina/p2-glicoproteina | en titulos moderados o elevados podria influir
en la diferenciacion de pacientes con sindrome antifosfolipidico primario
y pacientes con otras enfermedades autoinmunes y con manifestaciones
vasculares u obstétricas.

Palabras clave: Anticuerpos antifosfolipidos; Sindrome antifosfolipidico;
Lupus eritematoso sistémico; Artritis reumatoidea; Valor diagnéstico
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Antiphospholipid antibodies determined by enzyme-linked immunosor-
bent assays in patients with antiphospholipid syndrome, rheumatoid ar-
thritis, and systemic lupus erythematosus

Abstract

Antiphospholipid syndrome can be primary or secondary to autoimmune diseases. Anti-cardiolipin
and anti§2-glycoprotein | antiphospholipid antibodies are part of the classification criteria of the
disease. The objective was to compare the diagnostic value of the immunoassay for the determi-
nation of antibodies against cardiolipin/32-glycoprotein | with the immunoassay for the deter-
mination of antiphospholipid antibodies against cardiolipin, 2-glycoprotein |, phosphatidylserine,
phosphatidylinositol, phosphatidylethanolamine, phosphatidylcholine and sphingomyelin in Cuban
patients with antiphospholipid syndrome. Also, the frequency of antibodies in systemic lupus
erythematosus and rheumatoid arthritis patients with vascular or obstetric manifestations was es-
timated. The sample was of 34 patients with antiphospholipid syndrome, 38 with systemic lupus
erythematosus, 33 with rheumatoid arthritis and 89 controls with other diseases. Antiphospho-
lipid antibodies were determined by enzyme-linked solid-phase immunoassays. The frequency of
antibodies was higher in patients with antiphospholipid syndrome compared to other groups, for
anti-cardiolipin/2-glycoprotein | assay with moderate or high titers (>40 U/mL). There was
no difference between the sensitivity/specificity balance determined by the area of the ROC
curve between both immunoassays (p=0.9906). The immunoassays studied in Cuban patients
with antiphospholipid syndrome have similar diagnostic value. The presence of anti-cardiolipin/
pB2-glycoprotein | antibodies in moderate or high titers could influence the differentiation of pa-
tients with primary antiphospholipid syndrome and patients with other autoimmune diseases and
vascular or obstetric manifestations.

Keywords: Antiphospholipid antibodies; Antiphospholipid syndrome; Systemic lupus erythemato-
sus; Rheumatoid arthritis; Diagnostic value

Anticorpos antifosfolipides determinados através de ensaios de imuno-
absorgéo ligada a enzimas em pacientes com sindrome antifosfolipide,
artrite reumatoide e lupus eritematoso sistémico

Resumo

A sindrome antifosfolipide pode ser primaria ou secundaria a doengas autoimunes. Anticorpos
antifosfolipides, anticardiolipina e anti82-glicoproteina fazem parte dos critérios de classificagdo
desta doenga. O objetivo do trabalho foi comparar o valor diagndstico do imunoensaio para deter-
minagéo de anticorpos anti-cardiolipina/s 2-glicoproteina | com o imunoensaio de determinagéo de
anticorpos anti-fosfolipideos (anti-cardiolipina/32-glicoproteina I/fosfatidilserina/fosfatidilinositol/
fosfatidiletanolamina/fosfatidilcolina e esfingomielina) em pacientes cubanos com sindrome anti-
fosfolipide. Além disso, a frequéncia desses anticorpos foi estimada em pacientes com lipus erite-
matoso sistémico e artrite reumatoide que apresentavam manifestagbes vasculares ou obstétricas.
A amostra foi composta por 34 pacientes com sindrome antifosfolipide, 38 com lipus eritematoso
sistémico, 33 com artrite reumatoide e 89 controles com outras doencgas. Os anticorpos foram de-
terminados através de ensaios de imunoabsorgdo ligada a enzimas. A frequéncia de anticorpos foi
maior em pacientes com sindrome antifosfolipide em comparagdo com todos os grupos, para o
ensaio anticardiolipina/s2-glicoproteina | em titulos moderados ou elevados (>40 U/mL) e para o
ensaio de anticorpos antifosfolipides. N&o foram observadas diferengas no equilibrio sensibilidade/
especificidade entre os dois imunoensaios, determinado pela area sob a curva ROC (p=0,9906). Os
imunoensaios estudados em pacientes cubanos com sindrome antifosfolipide tém valor diagndstico
semelhante. A presenga dos anticorpos anticardiolipina/32-glicoproteina | em titulos moderados ou
elevados poderia influenciar a diferenciagdo de pacientes com sindrome antifosfolipide priméria e
pacientes com outras doencas autoimunes e com manifestagoes vasculares ou obstétricas.

Palavras-chave: Anticorpos antifosfolipides; Sindrome antifosfolipide; Lupus eritematoso sistémi-
co; Artrite reumatoide; Valor diagndstico
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Introduccién

El sindrome antifosfolipidico (SAF) es una enferme-
dad autoinmune multisistémica que se caracteriza por
un amplio rango de manifestaciones vasculares y obsté-
tricas, asi como por la presencia de anticuerpos antifos-
folipidos (1) (2). Puede ser primario o secundario se-
gun se asocie o no a otras enfermedades autoinmunes,
aunque el comportamiento clinico es similar (1) (2).

Se estima que afecta del 0,3 al 1% de la poblacion,
fundamentalmente individuos jovenes. Las gestantes
con anticuerpos antifosfolipidos tienen un mayor ries-
go de presentar abortos o nacimientos prematuros (2).

Los nuevos criterios de clasificacion de la enferme-
dad incluyen criterios clinicos y de laboratorio. Entre
los criterios de laboratorio se encuentran los anticuer-
pos antifosfolipidos, que pueden ser determinados me-
diante anticoagulante lipico y mediante la determina-
cioén de anticuerpos anticardiolipina (anti-Card) o anti
B2- glicoproteina I (anti-f2GPI) IgG/IgM, con ensayos
de inmunoabsorcion ligada a enzimas (ELISA) (3).

No obstante, se reconoce que un grupo de pacien-
tes cumplen los criterios clinicos y no los criterios de
laboratorio establecidos (3). Por esta razén se propone
considerar otras plataformas como las automatizadas de
determinacién de anticuerpos anti-Card y anti-B2GPI,
asi como otros inmunoensayos enzimaticos de determi-
naciéon de anticuerpos antifosfolipidos, para actualiza-
ciones futuras de estas guias de clasificacion (3).

En este sentido, estudios recientes han demostrado
que pacientes seronegativos de anticuerpos anti-Card y
anti-B2GPI pueden tener anticuerpos antifosfolipidos
que reconocen otras especificidades antigénicas como
la fosfatidiletanolamina, el acido fosfatidico, la fosfati-
dilserina, el fosfatidilinositol, la vimentina/cardiolipi-
na, la anexina 1 y la protrombina, entre otros (4) (5).

Por otra parte, la asociacion mas frecuente del SAF con
enfermedades autoinmunes se da con el lupus eritemato-
so sistémico (LES) (6), enfermedad en la que se produce
una lesion tisular por depésito de autoanticuerpos e in-
munocomplejos de cardcter patégeno (7). En los pacien-
tes con LES los anticuerpos antifosfolipidos se pueden de-
tectar hasta diez anos antes del diagnéstico (8) (9).

Ademas del LES, otras enfermedades autoinmunes
se han asociado al SAF como la artritis reumatoidea
(AR) (2), la cual se caracteriza por inflamacion crénica
y presencia de autoanticuerpos (10) (11). Los anticuer-
pos antifosfolipidos también preceden al diagnostico
del SAF en la AR por varios anos y algunos autores han
encontrado una prevalencia similar de anticuerpos an-
tifosfolipidos en pacientes con ARy con LES (12).

Por lo antes expuesto el objetivo de este trabajo fue
comparar el valor diagnéstico del inmunoensayo para la
determinacion de anticuerpos anti-Card/B2GPI con el in-
munoensayo de determinacion de anticuerpos anti-Card/
B2GPI1/fosfatidilserina/fosfatidilinositol/fosfatidiletano-
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lamina/fosfatidilcolina y esfingomielina, en pacientes
cubanos con diagnoéstico de SAF. Ademas, se estimé la
frecuencia de estos anticuerpos en pacientes con LES y
AR que tuvieron manifestaciones vasculares u obstétricas.

Materiales y Métodos

Disefio del estudio y pacientes

En esta investigacion se realiz6 un estudio transver-
sal de casos y controles con pacientes provenientes de
las consultas de inmunologia del Centro Nacional de
Genética Médica (CNGM) en el periodo comprendido
entre enero de 2015 y diciembre de 2023.

La muestra fue de 34 pacientes con SAF primario
que cumplieron los criterios para la clasificacion de la
enfermedad establecidos por el Colegio Americano de
Reumatologia y la Liga Europea contra el Reumatismo
(CAR/EULAR) (3), 38 con LES que cumplieron los cri-
terios de clasificacion CAR/EULAR para el LES (13),
33 con AR que cumplieron los criterios de clasificacion
CAR/EULAR para la AR (14) y 89 controles con otras
enfermedades infecciosas e inmunodeficiencias.

Recoleccién de los datos y obtencién de muestras
biolbgicas

Se obtuvieron los datos de edad, sexo y criterios diag-
nosticos mediante entrevistas individuales y la revision de
las historias clinicas fue realizada por el especialista en
inmunologia. En el momento de la entrevista e inclusién
en el estudio se obtuvo una muestra de 5 mL de sangre ve-
nosa periférica a partir de puncién venosa, manteniendo
las medidas de asepsia y antisepsia. Las muestras de san-
gre se mantuvieron a temperatura ambiente en reposo
para facilitar la formacion del coagulo y posteriormente
se centrifugaron por 10 minutos a 2000 r.p.m. a tempera-
tura ambiente para la obtencion del suero. Las muestras
de suero fueron almacenadas a-20 °C hasta su utilizacion.

Determinacion de los autoanticuerpos

Se utilizaron ensayos tipo ELISA para determinar
anticuerpos antifosfolipidos: el inmunoensayo cuantita-
tivo de determinacién de anticuerpos anti-Card/p2GPI
IgG (AESKU, Alemania) y el inmunoensayo cualitativo
de anticuerpos antifosfolipidos (anti-FL) IgG/IgM que
determina anticuerpos anti Card/p2GPI/fosfatidilseri-
na/fosfatidilinositol /fosfatidiletanolamina/fosfatidil-
colina y esfingomielina (AESKU, Alemania). La deter-
minaciéon de anticuerpos anti-Card/B2GPI se analiz6
utilizando el valor de corte establecido por el fabricante
(15 U/mL) y al valor de corte >40 U/mL.

Los anticuerpos se determinaron solamente cuando
los inmunoensayos estuvieron disponibles.

Acta Bioquim Clin Latinoam 2024; 58 (4): 325-31
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Anélisis de la informacién y procesamiento
estadistico

Se utilizaron los programas Statistica 8.0 y Epidat
4.0. La variable cuantitativa edad con distribucion dife-
rente a la normal mediante la prueba de Shapiro Wilk
se expres6 como mediana y rangos intercuartiles. Las
variables cualitativas como sexo y positividad de los an-
ticuerpos se expresaron como frecuencia y porcentaje.
Se realiz6 la comparacién de proporciones mediante el
estadigrafo z. Para estimar el valor diagnoéstico se deter-
minaron la sensibilidad, especificidad, valores predicti-
vos positivo y negativo y el area bajo las curvas ROC. El
nivel de significacion estadistica fue 0,05.

Aspectos éticos

Para el desarrollo de la investigacion se cumplieron
los principios enunciados en la Declaraciéon de Helsinki
de la Asociacion Médica Mundial (15). Los pacientes
brindaron su consentimiento para la participaciéon en
la investigacion antes de las extracciones de sangre. La
investigacion fue aprobada por el comité de ética del
Centro Nacional de Genética Médica.

Resultados

La poblaciéon estuvo caracterizada por predominio
del sexo femenino (Tabla I).

De manera general la presencia de anticuerpos an-
tifosfolipidos se observé en la mayoria de los pacientes
con SAF (TablaI).

Se observaron diferencias entre las frecuencias de
anticuerpos anti-Card/B2GPI con titulos moderados
o elevados (>40 U/mL) para los pacientes con SAF en
comparacion con los pacientes con LES, AR y los con-
troles (TablaI). Estas diferencias también se observaron
para la frecuencia de anticuerpos anti-FL. (Tabla I).

No existieron diferencias entre las frecuencias obser-
vadas en los pacientes con SAF primario mediante el
inmunoensayo anti-Card/B2GPI con titulos moderados
o elevados y el inmunoensayo anti-FL. Sin embargo, los
pacientes con LES y AR tuvieron menor frecuencia de
anticuerpos anti-Card/B2GPI con titulos superiores a
40 U/mL (Tabla I).

Los resultados de esta investigacion mostraron que
los anticuerpos anti-Card/B2GPI con titulos moderados
o elevados tuvieron la mayor especificidad y valor pre-
dictivo positivo para el diagnostico del SAF (Tabla II).
El valor predictivo negativo y la sensibilidad fueron
superiores con el ensayo anti-FL. Sin embargo, no se
observaron diferencias en el balance sensibilidad/espe-
cificidad entre ambos inmunoensayos determinado por
el area bajo la curva ROC (p=0,9906) (Fig. 1).

Discusion y Conclusiones

A pesar del conocido efecto trombofilico de los an-
ticuerpos antifosfolipidos, la patogénesis exacta de la
enfermedad atn no esta completamente aclarada. Se
cree que la fisiopatologia del SAF trombotico implica la
generacion de autoanticuerpos que se unen al epitopo
principal de las células B en el dominio I de la glicopro-
teina 2 (2) (16).

Los inmunoensayos de determinacion de anticuer-
pos antifosfolipidos estandarizados y validados son
esenciales en los criterios de clasificacion del SAF.
Aunque el anticoagulante lapico es otro criterio de la-
boratorio, debe ser objeto de una cuidadosa interpreta-
cion debido a su interferencia analitica con reactantes
de fase aguda y con la terapia anticoagulante (3) (17).

Se ha planteado que el inmunoensayo ELISA anti-
Card/P2GPI es la prueba mds sensible para el diag-
nostico del SAF (18) y que incluye las especificidades
antigénicas establecidas en los criterios de clasifica-
cion (3).

Tabla |. Variables demogréficas y presencia de anticuerpos antifosfolipidos en los pacientes estudiados

Variables SAF (n=34) LES (n=38) AR (n=33) Controles (n=89)
Edad, mediana (RIC) 29 (23-45) 33 (25-50) 52 (44-61) 35 (18-47)
Sexo femenino, n (%) 29 (85,3) 31 (81,6) 31 (93,9) 62 (69,7)
Anti-Card/B2GPI +/ N (%), Ve=15 U/mL 27134 (79,4) 17/25 (68,0) 11/29 (37,9) @ 10/54 (18,5) ®
Anti-Card/B2GPI +/ N (%), Vc=40 U/mL 27/34 (79,4) 1/25 (4)¢ 0/29 (0)¢ 0/54 (0)©
Anti-FL + /N (%) 19/23 (82,6) 12/30 (40,0) © 11/25 (44,0) &) 8/66 (12,1) Mk

SAF: sindrome antifosfolipidico primario; LES: lupus eritematoso sistémico; AR: artritis reumatoidea; Anti-Card/f2GP!I +: positividad de anticuerpos anticardiolipi-
na/p2-glicoproteina I; Anti-FL +: positividad de anticuerpos anti cardiolipina/g2-glicoproteina I/fosfatidilserina/fosfatidilinositol/fosfatidiletanolamina/fosfatidilcoli-
nay esfingomielina; Vc: valor de corte; n: cantidad de pacientes; N: total de pacientes. RIC: rangos intercuartilicos de 25 a 75.

Diferencias significativas con respecto a los pacientes con SAF para p<0,05: 2 p=0,0020 (IC: 0,16-0,67); ® p=0,00001 (IC: 0,41-0,80); ¢ p=0,00001 (IC: 0,56-
0,95); 4 p=0,00001 (IC: 0,63-0,96); € p=0,00001 (IC: 0,63-0,95); f p=0,0095 (IC: 0,15-0,70); & p=0,0138 (IC: 0,1-0,68); " p=0,00001 (IC: 0,50-0,91). Diferen-
cias significativas entre los ensayos anti-Card/82GPI y anti-FL para p<0,05: " p=0,0049 (IC: 0,13-0,59); | p=0,0002 (IC: 0,21-0,67); ¥ p=0,0226 (IC: 0,03-0,22).
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Tabla Il. Variables del desempefio diagndstico de los anticuerpos antifosfolipidos en el sindrome

Valor diagndstico de anticuerpos antifosfolipidos

antifosfolipidico primario (n=34)

Variables Anti-Card/32GPI Anti-Card/32GPI Anti-FL

Vc=15 U/mL (n=34) | Vc=40 U/mL (n=34) (n=23)
Sensibilidad, % (1C) (64,74?514,5) (53,7;’867,4) (64?5—?00)
Especificidad, % (IC) (70?321—%952,8) (99,1 1(3?00) (79,837—’996,5)
Valor predictivo positivo, % (IC) (57,732308,6) (97}9??00) (51;?;;19'4)
Valor predictivo negativo, % (IC) (75,896:936,7) (74,871{54,1) (86?63—Y1600)

329

Anti-Card/p2GPI: anticardiolipina/p2-glicoproteina |; Anti-FL: anticuerpos anticardiolipina/p2-glicoproteina |/fosfatidilserina/fosfatidilinositol/
fosfatidiletanolamina/fosfatidilcolina y esfingomielina; IC: Intervalo de confianza; n: cantidad de pacientes con sindrome antifosfolipidico

primario; Vc: valor de corte.

Aunque el inmunoensayo anti-FL. que reconoce va-
rias especificidades antigénicas de fosfolipidos Card/
B2GPI/fosfatidilserina/fosfatidilinositol /fosfatidile-
tanolamina/fosfatidilcolina y esfingomielina, pudiera
contribuir a la identificaciéon de pacientes seronegati-
vos para anti-Card y anti-B2GPI, en esta investigacion se
observo un valor diagnoéstico similar para ambos inmu-
noensayos.

No obstante, la baja frecuencia observada en esta
investigacion, de los anticuerpos anti-Card/f2GPI en
pacientes con LES y AR a titulos moderados y elevados,
aumenta el valor de estos anticuerpos para el diagnosti-
co del SAF primario y su diferenciacion.

El inmunoensayo anti-FL. ha mostrado con anterio-
ridad una sensibilidad de 82 a 97% y una especificidad

de 61 a 82% (19), similares a las obtenidas en este es-
tudio.

Ademas, se ha planteado que los inmunoensayos anti-
Card y anti-B2GPI tienen sensibilidad y especificidad clini-
casimilares, con una buena correlacién (19). Sin embargo,
se ha observado también un rango amplio de sensibilidad
y especificidad para estos inmunoensayos (20).

La gran heterogeneidad en los inmunoensayos, reac-
tivos y calibradores conduce a una alta variabilidad en la
determinacién de anticuerpos antifosfolipidos.

También existe un creciente interés en el estudio de
estos anticuerpos en pacientes con otras enfermedades
autoinmunes (1) (2). Aunque se plantea que del 30 al
50% de los pacientes con LES tienen anticuerpos anti-
fosfolipidos y alrededor del 15% de ellos desarrollan el

1'“ [ " n n 1 1
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o7 t-§ e ot GLLL ELLL LD
LS B+ Gty SEEE EENE CUPE
] A I - -
L e e e | e e o
= S T 7l U N N
Lok i e . S S ey i’ e
TR R B R A R EERE: SRS EES SR
] H H 1 H H H i i H
xS i e A e s
e A
og o1 0T 03 04 05 08 07 08 08 10
1-Especificidad
T
Curva AreaROC| IC (95%)
1. Anti-Card/B2GPI | 0.8448 | 0,7324 -0,9572
2. Anti-FL 0,8458 | 0,7050 - 0,9867

Figura 1. Curvas ROC del desempefio diagndstico de los anticuerpos antifosfolipidos
en el sindrome antifosfolipidico primario (n=44)

Anti-Card/p2GPI: anticardiolipina/p2-glicoproteina I; Anti-FL: anticuerpos anticardiolipina/f2-glicoproteina I/fosfatidilserina/

fosfatidilinositol/fosfatidiletanolamina/fosfatidilcolina y esfingomielina; IC: intervalo de confianza.
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sindrome completo, en un estudio realizado en Cuba se
demostr6 que el 16% de los pacientes con LES presen-
taban anticoagulante Idpico (6).

En esta investigacion se observo que la presencia de
anticuerpos antifosfolipidos relacionados a enfermeda-
des autoinmunes tiene su mayor representaciéon en el
LES. No obstante, también se observan pacientes con
AR que presentaron estos anticuerpos y aunque pudie-
ran en un futuro desarrollar el SAF, es importante con-
siderar la interferencia con anticuerpos patogénicos de
la AR. Se ha demostrado que los anticuerpos reumatoi-
deos son causa de falsos positivos en los inmunoensayos
de anticuerpos antifosfolipidos del tipo anti-Card y anti-
B2GPI (21).

El diagnéstico de laboratorio para el SAF sigue sien-
do un desafio, tanto para los médicos como para el per-
sonal de laboratorio. Todos los ensayos de anticuerpos
antifosfolipidos utilizados actualmente tienen sus limi-
taciones.

Una limitacién de este trabajo fue la no disponibi-
lidad de todos los inmunoensayos para todos los pa-
cientes. Ademas, se recomiendan estudios con mayor
numero de pacientes para identificar diferentes espe-
cificidades antigénicas de estos anticuerpos, principal-
mente en pacientes con SAF que no cumplan los crite-
rios de laboratorio establecidos.

Los resultados de esta investigacion demuestran que
los inmunoensayos estudiados en pacientes cubanos
con SAF tienen semejante valor diagnoéstico. La presen-
cia de los anticuerpos anti-Card/B2GPI en titulos mo-
derados o elevados podria influir en la diferenciaciéon
de pacientes con sindrome antifosfolipidico primario y
pacientes con otras enfermedades autoinmunes.
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