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ARTICULO ORIGINAL

Determinacion de los niveles de anticuerpos antifosfolipidicos

en pacientes con COVID-19
Determination of antiphospholipid antibody levels in patients with COVID-19

Ramos, Hernan Nicole *'*"; Bevan, Thomas Benjamin "~ %; Gervan, Natalia Nora " *; Pedano, Valeria Cristina
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Resumen

Introduccién: El sindrome es una entidad caracterizada por trombosis y abortos recurrentes, asociada
a titulos altos de anticuerpos antifosfolipidicos. Estos pueden surgir de manera transitoria en pacientes
con enfermedad critica e infecciones, incluyendo la COVID-19. Objetivos: Determinar los niveles de anti-
cuerpos antifosfolipidicos y su asociacion con parametros de laboratorio en pacientes internados con
diagnéstico de COVID-19. Materiales y métodos: Se realizé en el Nuevo Hospital San Roque un estudio
analitico, prospectivo, correlacional y transversal de pacientes de género masculino y femenino mayo-
res de 18 afios, internados con diagnéstico de COVID-19 entre agosto de 2021 y agosto de 2022. Los
niveles de anticuerpos antifosfolipidicos se determinaron con un kit comercial. Resultados: Para IgM an-
ticardiolipinas, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes control
ycaso, pero si, para IgM anti-f2-glicoproteina-l e IgG anticardiolipinas y anti-f2-glicoproteina-l. En cuanto
al andlisis de los anticuerpos antifosfolipidicos “no-criterio”, se observaron diferencias estadisticamen-
te significativas con respecto a IgM e IgG anticardiolipinas e IgM anti-f2-glicoproteina-I, pero no, para
IgG anti-f2-glicoproteina-l. Al analizar el comportamiento a distintos intervalos de tiempo, se observa-
ron diferencias estadisticamente significativas para IgM anticardiolipinas e IgM anti-f2-glicoproteina-I.
Conclusiones: Los pacientes con COVID-19 presentan mayores niveles de anticuerpos antifosfolipidicos
respecto de pacientes sin la afeccion.

Palabras clave: COVID-19; SARS-CoV-2; sindrome antifosfolipidico; anticuerpos antifosfolipidicos “no-criterio”.
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Introduction: Antiphospholipid Syndrome is a condition characterized by thrombosis and recurrent abor-
tions associated with high titers of antiphospholipid antibodies. These may arise transiently in patients
with critical iliness and infections, including COVID-19. Objectives: To determine the levels of antiphos-
pholipid antibodies and their association with laboratory parameters in hospitalized patients with COV-
ID-19 diagnosis. Materials and methods: Analytical, prospective, correlational, and cross-sectional study
of male and female patients over 18 years of age, hospitalized with COVID-19 diagnosis at Nuevo Hospital
San Roque (Cdrdoba, Argentina) between August 2021 and August 2022. Antiphospholipid antibody lev-
els were determined with a commercial kit. Results: No statistically significant differences were observed
between the control and case patients for anti-cardiolipin IgM, whereas significant differences were ob-
served for anti-f2-glycoprotein-l IgM, and anti-cardiolipin and anti-f2-glycoprotein-| IgG. Regarding the
analysis of “non-criteria” antiphospholipid antibodies, statistically significant differences were observed
for anti-cardiolipin IgM and IgG, and anti-$2-glycoprotein-l IgM, but not for anti-52-glycoprotein-I 1gG. When
analyzing the behavior at different time intervals, statistically significant differences were observed for
anti-cardiolipin and anti-f2-glycoprotein-I IgM. Conclusions: Patients with COVID-19 have higher levels of
antiphospholipid antibodies than patients without the condition.

Key words: COVID-19; SARS-CoV-2; Antiphospholipid syndrome; “Non-criteria” antiphospholipid antibodies.
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Introduccién

El sindrome antifosfolipidico (SAF) es una enfermedad
autoinmune de etiologia desconocida, que es el resultado
de la interaccion entre factores ambientales, hormonales
y genéticos. Actualmente, el SAF se define como la entidad
clinica que se asocia con la presencia de eventos trombé-
ticos (arteriales y/o venosos], abortos recurrentes, livedo
reticularis, trombocitopenia, anemia hemolitica y alteracio-
nes neurolégicas con titulos altos de anticuerpos antifosfo-
lipidicos (aFL) circulantes®.

Los aFL son una familia heterogénea de inmunoglobu-
linas que reconocen diferentes factores o componentes
proteicos (por ejemplo, anexina V, protrombina, proteina C,
proteina S, entre otros). De acuerdo con los nuevos criterios
de clasificacién desarrollados por el Colegio Americano de
Reumatologia junto con la Alianza Europea de Asociaciones
de Reumatologia en el afio 2023, la clasificacién de SAF re-
quiere una puntuacién minima de 3 respecto de dominios
clinicos (macrovascular venoso, macrovascular arterial,
microvascular, obstétrico, cardiaco y hematolégico) junto
con una puntuacién minima de 3 respecto de dominios
de laboratorio. Estos ultimos incluyen la presencia de anti-
coagulante lupico (AL) positivo y/o la presencia de titulos
moderados (40 a 79 unidades) a altos (>80 unidades]) de
anticuerpos lgM/IgG anticardiolipinas (aCL) y/o anticuerpos
IgM/1gG anti-f#2-glicoproteina-l (aff2GPl), en dos o mas oca-
siones, luego de 12 semanas entre cada determinacion®-2.
Al dia de hoy, en la practica clinica, existe una proporcién de
pacientes con manifestaciones clinicas tipicas, altamente
sugestivas de SAF, pero que permanecen persistentemente
negativos para aFL, incluidos en los criterios actuales.

Estos pacientes han sido denominamos SAF seronegati-
vos [SAFSN)34.

Los pacientes SAFSN, al igual que aquellos pacientes cl3-
sicos, presentan un mayor riesgo de eventos trombéticos y
de complicaciones obstétricas. Estos eventos pueden ocu-
rrir durante el curso natural de la enfermedad y, en casos
raros, pueden resultar en un estado trombético que condu-
ce a una disfuncién multiorganica conocida como sindrome
antifosfolipidico catastrdfico (SAFC). La identificacién de
estos pacientes, manteniendo un seguimiento regular y
proporcionando medicacidn terapéutica o preventiva, sigue
siendo un desafio®.

La identificacién, deteccién y la comprensién de los me-
canismos del SAF han evolucionado con el desarrollo de en-
sayos que permiten la deteccién de aFL “no-criterio”. Dentro
de estos, se incluyen los anticuerpos IgM/IgG antifosfati-
dilserina (aFS), anticuerpos IgM/IgG antifosfatidilinositol
(aFl) y anticuerpos 1gM/IgG anti-acido fosfatidico (aAF),
entre otros®.

El SAF puede manifestarse de manera aislada, sin ningu-
na otra condicién asociada (SAF primario) o en el contexto
de otra enfermedad de base, particularmente autoinmune,
siendo la principal asociacidn con lupus eritematoso sis-
témico (LES) (SAF secundario). Las diferencias entre SAF
primario y secundario fueron consideradas en diversos re-
portes e involucran caracteristicas clinicas y de laboratorio,
y aspectos genéticos e histolégicos. A pesar de que las prin-
cipales manifestaciones clinicas y las caracteristicas bio-
I6gicas son similares en ambos tipos, corresponden a dos
entidades diferentes con caracteristicas especificas para
cada uno®”.

Tabla I. Resultados de IgM/IgG aCL e IgM/IgG aff2GPI segln tipo de paciente.

Control Caso
Variable Categorias
N % N %
Negativo (<10 MPL-U/mL] 21 100% 46 96%
lgM aCL
Positivo (=10 MPL-U/mL) 0 0% 2 4%
Negativo (<10 GPL-U/mL) 21 100% 43 90%
g6 aCL N
Positivo (=10 GPL-U/mL) 0 0% 5 10%
Negativo (<5 U/mL] 21 100% 33 69%
IgM a52GPI Borderline (5-8 U/mL) 0 0% 12 25%
Positivo (>8 U/mL]) 0 0% 3 6%
Negativo (<5 U/mL]) 20 95% 41 85%
1gG af2GPI Borderline (5-8 U/mL) 1 5% 5 10%
Positivo (>8 U/mL] 0 0% 2 5%

» af2GPI: anticuerpos anti-f2-glicoproteina I; aCL: anticuerpos anticardiolipinas; GPL: fosfolipidos IgG; IgG: inmunoglobulina G; IgM: inmuno-

globulina M; MPL: fosfolipidos IgM.
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En afios recientes, los aFL y su cuadro clinico asociado
han sido reconocidos gradualmente en diversas enferme-
dades autoinmunes y no autoinmunes. El vinculo entre
los aFL y las trombosis venosas y/o arteriales recurrentes
se ha analizado en numerosos estudios retrospectivos y
prospectivos y, al parecer, tienen una funcién importante
y directa en la patogénesis del estado trombofilico en el
mencionado sindrome®. Estos anticuerpos pueden surgir
de manera transitoria en pacientes con enfermedad critica
y en diversas infecciones. Su presencia de rara vez condu-
ce a eventos que son dificiles de diferenciar de otras cau-
sas de trombosis multifocal en pacientes criticos, como la
coagulacion intravascular diseminada (CID), la tromboci-
topenia inducida por heparina y la microangiopatia trom-
bética®. Estéd bien documentado que diversos virus pueden
gatillar una respuesta autoinmune, fenédmeno que incluye
tanto la produccién de autoanticuerpos como el desarrollo
de enfermedades autoinmunes. Entre ellos, la infeccién por
el coronavirus de tipo 2 causante del sindrome respiratorio
agudo (SARS-CoV-2] podria actuar de manera similar, dada
la tendencia de los pacientes con COVID-19 a desarrollar
diversos tipos de autoanticuerpos'?. Los pacientes con CO-
VID-19 presentan alteraciones en diversos parametros de
coagulacion, que se correlacionan con la severidad de la en-
fermedad. Las primeras descripciones de la coagulopatia de
esta enfermedad la identificaban como una CID. Sin embar-
go, la mayoria de los pacientes presentan niveles normales
de factores de coagulacién, fibrinégeno, y plaquetas, lo que
sugiere que la COVID-19 induce un estado protrombético
Unico que difiere de las descripciones tradicionales de una
coagulopatia inducida por sepsist’. Actualmente, hay un in-
cremento en el reporte de aFL en pacientes con COVID-19 y
su posible asociacidn con las manifestaciones trombdticas
(arteriales y/o venosas)'2. La correlacion entre los aFL y los
eventos trombdticos en pacientes con coronavirus es con-

trovertida, lo que indica una clara necesidad de caracterizar
la relevancia clinica de estos anticuerpos y la asociacion a
una respuesta autoinmune ligada a la generacién de estos.

El objetivo general del estudio fue determinar los niveles
de aFL y su asociacién con parametros de laboratorio en pa-
cientes con COVID-19 internados en el Nuevo Hospital San
Roque en el periodo comprendido entre agosto de 2021 y
agosto de 2022; y los objetivos especificos: describir los pa-
rametros de laboratorio de rutina en pacientes con COVID-19
y analizar la relacién entre los niveles de aFL y parametros
de laboratorio de rutina.

Materiales y métodos

Se realizé un estudio analitico, prospectivo, correlacional
y de corte transversal en el Servicio Bioquimico del Nuevo
Hospital San Roque de la ciudad de Cérdoba.

Universo

Pacientes internados con diagndstico de COVID-19 con-
firmado por técnica de reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) o test rapido de antigeno SARS-CoV-2.

Muestra

Se estudiaron pacientes con diagndstico de COVID-19,
hospitalizados en el periodo comprendido entre agosto de
2021 y agosto de 2022 en el Nuevo Hospital San Roque.
Se recolectaron 2 muestras de suero por paciente en dis-
tintos intervalos de tiempo: dia 0-1 y entre el dia 5-7 de
internacion, obtenidas por venopuncién y conservadas a
-20 C° hasta el momento de su utilizacién. Se incluyeron
pacientes sin diagnéstico de COVID-19, hospitalizados
en el nosocomio durante el mismo periodo y selecciona-
dos como poblacién normal, de los cuales se recolecté 1
muestra de suero al dia 0-1 de internacién bajo las mis-
mas condiciones.

Tabla Il. Valores de IgM/IgG aCL e IgM/IgG aff2GPI de 9 pacientes caso positivos.

Pacientes caso IgM aCL (MPL-U/mL) [GngLGS/Cnl;L] IgM a8GPI (U/mL) lgG afGPI (U/mL)
1 11 Is 12 5
2 2 3 2 15
3 1 14 2 24
4 3 11 2 4
5 2 13 3 3
6 4 14 5 2
/ 3 11 4 3
8 11 11 2
9 9 4 12 4

» af2GPI: anticuerpos anti-f2-glicoproteina I; aCL: anticuerpos anticardiolipinas; GPL: fosfolipidos IgG; IgG: inmunoglobulina G; IgM: inmunoglobulina M;

MPL: fosfolipidos IgM.
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Figura 1. Distribucién por edad y género para pacientes “control”.
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Criterios de inclusion

Pacientes de género masculino y femenino, mayores de
18 afios, internados en Sala Comun (SC) y Unidad de Terapia
Intensiva (UTI) en el Nuevo Hospital San Roque, con diag-
néstico de COVID-19 confirmado por PCR o test rapido de
antigeno SARS-CoV-2, que firmaron el formulario de consen-
timiento informado, aprobado por el Comité de Etica.

Criterios de exclusion
Pacientes con enfermedad autoinmune de base, sin CO-
VID-19 y menores de 18 afios.

Variables

Edad, género, concentracion de aFL, recuento de leucoci-
tos, plaquetas, y medicion de tiempo de protrombina (APP)
y tiempo de tromboplastina parcial activada (KPTT).

Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

El estudio se llevd a cabo en el Servicio Bioquimico, Seccién In-
munologia del Nuevo Hospital San Roque de la ciudad de Cérdoba.
Del total de pacientes que ingresaron al nosocomio, se selecciona-
ron aquellos que cumplian con los criterios de inclusion propuestos.

Para la recoleccién de datos de los pacientes se utilizaron los
programas THARSIS-IT® y Nobilis Wiener Lab®. Se recabd informa-
cién de resultados de parametros de laboratorio de interés aso-
ciados a la infeccidn por SARS-CoV-2 y, en cuanto a datos socio-
demograficos, solo se recabaron edad y sexo biolégico. Una vez
obtenida toda la informacién, la misma se registrd en una planilla
de Microsoft Excel versién 365. Posteriormente, los datos se proce-

saron entablas y se realizaron los graficos pertinentes empleando
el programa estadistico InfoStat®.

Plan de anélisis de datos

Los datos cualitativos se describieron utilizando frecuencias
absolutas [n) yrelativas (%).

Para la asociacion entre las variables, se realizaron test de
Chi cuadrado. Para las variables cuantitativas, se analizé la dis-
tribucién de las mismas mediante pruebas de Shapiro - Wilk y
prueba de bondad de ajuste de Kolmogorov. Se utilizaron como
medidas descriptivas media y desvio estandar. Para comparar
entre grupos, se utilizaron test de Wilcoxon.

Para analizar asociaciones entre variables cuantitativas, se
realizaron test de correlacién de Spearman. Se utilizaron grafi-
cos de dispersion y graficos box-plot para las variables cuantita-
tivas. Enlos gréficos de dispersion, se incluyeron los resultados
de rho de Spearman y p-valor para la correlacién graficada. En
los gréficos de box-plot, el borde superior de |a caja representa el
tercer cuartil percentil 0,75), y el borde inferior, el primer cuartil
[percentil 0,25);lalineadentrodela cajaeslamedianayelpun-
to dentro de la caja representa la media. Los bigotes represen-
tan los percentiles 0,05 y 0,95. Los valores considerados como
extremos se muestran como puntos por fuera de los extremos
de los bigotes.

Se consider¢ estadisticamente significativo un p-valor <
0,05. En los gréficos de box-plot, estas diferencias se presen-
taron con asteriscos (en caso de que hubiese diferencias entre
dos grupos). Se utiliz6 Excel e InfoStat como softwares estadis-
ticos para la carga y el andlisis de los datos.

ByPC sep-dic 2024; 88(3):46-59 // ISSN-e 2684-0359
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Figura 2. Distribucién por edad y género para pacientes “caso”.
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Procedimientos del estudio

Se obtuvieron por venopuncién muestras de 5 mL de san-
gre, en tubos BD Vacutainer®, a las que se dej6 coagular a tem-
peratura ambiente, y se centrifugaron a 3500 revoluciones por
minuto (RPM] durante 10 minutos. En el suero obtenido, se
determinaron los aFL por el ensayo de inmunoabsorcién ligado
aenzima (ELISA).

Se realiz6 la determinacion de los aFL (lgG/IgM aCL, lgG/
lgM af32GPl, 1gG/IgM aFs, 1gG/IgM aFl, IgG/IgM aAF) con un kit
comercial (Orgentec®), basado en antigenos adsorbidos en la
superficie de los pocillos de una microplaca. Se incubaron las
muestras diluidas (dilucion 1/100) de los pacientes, el con-
trol Positivo (+), el control Negativo (-] y los calibradores en
los pocillos correspondientes. A continuacién, se incubaron
con anticuerpos anti-lgb humana conjugados con peroxidasa.
Finalmente, se anadid el sustrato 3,3, 5,5 -tetrametilbencidi-
na (TMB] en presencia de perdxido de hidrégeno (H202), que,
al ser degradado por la peroxidasa, dio lugar a un producto de
color azul. Luego, la reaccién enzimatica se detuvo con una so-
lucién de &cido sulfarico (H2S04), y la formacién de producto
amarillo se midié a 450nm en un lector de ELISA (Mindray MR-
96A — Bioars®). La concentracién de anticuerpos en la muestra
fue proporcional a la absorbancia del producto de la reaccion.

Los resultados de laboratorio de rutina que acompafan este
trabajo se obtuvieron de las dreas de Hematologia y Hemosta-
sia de nuestra institucidn. Para el recuento de leucocitos, se
utilizé el contador hematolégico Sysmex® XN-1000 y, en el
caso de las pruebas de coagulacion, se utilizd el analizador STA
Compact Max de STAGO®.

Consideraciones éticas

El proyecto fue aprobado por la Comisién de Investigacién
de Capacitacién y Docencia del Nuevo Hospital San Roque. El
mismo cuenta con un procedimiento de consentimiento in-
formado, aprabado por el CIEIS “Comité Institucional de Etica
de la Investigacion del Nifio y el Adulto, Polo Hospitalario”.

Recursos materiales

Kit comercial Orgentec® para la determinacion de IgM/1gG
aCL, 1gM/1gG aff2GPI, IgM/1gG aFS, IgM/1gG aFl, e IgM/1gG aAF,
provisto por el Ministerio de Salud de la Provincia de Cérdo-
ba; lector de ELISA Mindray MR-96A — Bioars®, provisto por
el Ministerio de Salud de la Provincia de Cérdoba; contador
hematolégico Sysmex® XN-1000, provisto por el Ministerio
de Salud de la Provincia de Cérdoba; coagulémetro STA Com-
pact Max de STAGQ®, provisto por el Ministerio de Salud de la
Provincia de Cérdoba y computadora portatil, propiedad del
investigador.

Resultados
Comparacion de los niveles de aFL entre pacientes con CO-
VID-19 y pacientes control

Se analizaron los datos de 48 pacientes internados con
diagnéstico de COVID-19 (pacientes caso) y de 21 pacien-
tes considerados como controles sanos (pacientes con-
trol). La edad media y desviacion estandar de los pacientes
caso y control fue de 55,75 + 13,37 y 49,62 + 16,36 afios,
respectivamente. En las Figuras 1 y 2, se puede observar
la distribucién por edad y género para los pacientes caso

ByPC sep-dic 2024; 88(3):46-59 // ISSN-e 2684-0359



Ramos y col. Determinacidn de los niveles de anticuerpos antifosfolipidicos en pacientes con COVID-19. m

Figura 3. Diagrama de cajas segun valores observados para pacientes caso y control .
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y control, respectivamente. En los pacientes control, se
midieron los niveles de IgM e IgG tanto para aCL como para
aff2GPl y se compararon con los valores obtenidos de los
pacientes caso. Enla Figura 3, se pueden observar los resul-
tados de estas comparaciones.

Para IgM aCL (Figura 3A), no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos, a pe-
sar de que los pacientes caso tuvieron un promedio de con-
centracién mas elevado que los controles 3,35 + 2,25 MPL-
U/mLy 2,43 £ 1,16 MPL-U/mL, respectivamente) (p-valor:
0,1335).

IgM a32GP!I e 1gG (tanto aCL como af2GPI) mostraron di-
ferencias estadisticamente significativas entre pacientes
casos y controles (Figuras 3B, 3C y 3D) (p-valor < 0,0001
para las tres comparaciones]. IgM afi2GPI, en pacientes
control, tuvo una concentracién promedio de 1,71 + 0,90 U/
mL, mientras que, en los pacientes caso, el promedio fue de
4,00 + 2,57 U/mL (con valores maximos de 4 U/mL ylz2u/
mL, respectivamente].

Al medir 1gG aCL, en pacientes control, el promedio ob-
servado fue de 2,19 + 1,25 GPL-U/mL [méximo = 5 GPL-U/
mL] y, en los pacientes caso, el promedio fue de 5,17 + 3,26
GPL-U/mL (maximo = 14 GPL-U/mL]. En IgG aff2GPI, los pro-

medios fueron de 1,62 + 1,24 U/mL (maximo = 6 U/mL) y
de 3,50 + 3,75 U/mL (maximo = 24 U/mL] para pacientes
control y pacientes caso, respectivamente.

De acuerdo con los puntos de corte determinados por
el fabricante, de cada uno de los kits de deteccidn, se cla-
sificaron los valores observados para las cuatro variables
analizadas en positivo, negativo o valores borderline, y se
observé cudles fueron los resultados para pacientes control
y pacientes caso (Tabla I]. Del total de 48 pacientes caso,
solo 9 (18,8%) arrojaron resultados positivos, con una tasa
de simple positivo de 66,7% (6 pacientes] y una tasa de do-
ble positivo de 33,3% (3 pacientes]. Sin embargo, ninguno
de ellos superd los valores diagndsticos (240 titulos) tanto
para lgM/IgG aCL como para IgM/IgG af2GPI. Enla Tabla ll, se
puede observar el valor de los resultados de los 9 pacientes
caso positivos. En los pacientes control, los resultados para
los cuatro parametros fueron en el 100% de los casos ne-
gativos (excepto para IgG aff2GPI, en donde se observé un
paciente con resultado borderline]. En los pacientes caso,
para IgM aCL, se detecté un 4% de pacientes positivos; en
IgG aCL, un 10% de positivos; en IgM aff2GPI, un 6% de posi-
tivos y un 25% borderline, y en IgG af2GPI, un 4% de positi-
vos y un 10% de resultados borderline. Las diferencias solo
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Tabla lll. Valores promedio de IgM/IgG aCL e IgM/IgG aff2GPI segln el tiempo de medicién en los pacientes.

Variable Media D.E Min Max p-valor
IgM aCL (0 — 1) (MPL-U/mL) 3,31 2,04 1 11 0.0156
lgM aCL (5 — 7) (MPL-U/mL) 4,43 3,12 2 16 ’
IgG aCL (0 — 1] (GPL-U/mL) 5,51 3,55 1 14 07255
lgG aCL (5 —7) (GPL-U/mL) 4,77 2,57 2 13 ’
lgM af52GPI (0 — 1] (U/mL] 3,94 2,35 2 12 0.0150
IlgM a82GPI (5 — 7] (U/mL) 3,26 2,98 1 17 '
lgG aff2GPI (0 — 1) (U/mL) 3,74 4,30 1 24 00556
lgG aff2GPI (5 — 7] (U/mL) 3,91 7,68 1 39

» aff2GPI: anticuerpos anti-f2-glicoproteina |; aCL: anticuerpos anticardiolipinas; D.E.: desviacion estandar; GPL: fosfolipidos IgG; IgG: inmunoglobulina G;
IgM: inmunoglobulina M; Min: valor minimo; Max: valor maximo; MPL: fosfolipidos IgM.

fueron estadisticamente significativas para IgM aff2GPl; los
restantes tres parametros no tuvieron asociaciones signifi-
cativas entre el tipo de paciente y el resultado categorizado
observado.

Relacidn entre los niveles de aFL y parametros de labora-
torio de rutina

Se analizd la correlacion entre los aFL y los valores de he-
mostasia -hematologia. En la Figura 4 se pueden observar
las correlaciones entre los valores de IgM aCL y las cinco
variables de hemostasia - hematologia. Las asociaciones
entre todos los parametros fueron no significativas, y los
datos tuvieron una alta dispersién que no permitié detectar
una relacion entre las distintas duplas analizadas.

Al'igual que con las correlaciones anteriores, las asocia-
ciones entre IgG aCL y las variables de hemostasia - hema-
tologia (Figura 5) tampoco fueron estadisticamente signi-
ficativas, y se observé una gran dispersién de datos. Estos
patrones se repitieron para IgM aff2GPI (Figura 6] e IgG
afi2GPI (Figura 7).

Relacidon entre aFL convencionales y aFL “no-criterio”

Para establecer la asociacién entre los aFL incluidos den-
tro de los criterios de clasificacidn actuales y los aFL “no-cri-
terio” se analizaron los datos de 40 de los 48 pacientes in-
ternados con COVID-19 y se compararon los valores de IgM/
IgG aCL e IgM/IgG aff2GPI con cada uno de los valores obteni-
dos para IgM/IgG aAF, IgM/IgG aFS e IgM/IgG aFl. En la Figura
8, se pueden observar los resultados de estas comparacio-
nes. De acuerdo con los puntos de corte determinados por
el fabricante, solo 1 paciente presentd valores de IgM aAF
por encima del corte (11 MPL-U/mL}, 2 presentaron valores
de IgM aFl por encima del corte (11 MPL-U/mL y 12 MPL-U/
mL, respectivamente) y 2, valores de |gG aFl por encima del
corte (10 GPL-U/mL y 58 GPL-U/mL, respectivamente). El
resto de los pacientes presenté valores por debajo del corte.

Para IgM e lIgG aCL, las diferencias fueron estadistica-

mente significativas con respecto a IgM aAF (Figura 8A)
(p-valor: 0,0002); IgG aAF (Figura 8B]) (p-valor < 0,0001);
IgM aFS (Figura 8C) (p-valor: 0,0001); IgG aFS (Figura 8D)
(p-valor: 0,0001); IgM aFl (Figura 8E] (p-valor: 0,015]) e 1gG
aFl (Figura 8F) (p-valor < 0,0001), con un promedio mas
elevado que los aFL “no-criterio” (3,58 + 2,40 MPL-U/mL y
5,73+ 3,28 GPL-U/mL vs. 2,18 + 1,89 MPL-U/mL y 2.88
2,02 GPL-U/mL; 2,08 + 1,72 MPL-U/mLy 3,33 + 1,85 GPL-U/
mL,y 2,53 + 2,57 MPL-U/mL y 4,45 + 8,96 GPL-U/mL, res-
pectivamente).

En cuanto a IgM afi2GPI, las diferencias también fueron
estadisticamente significativas con respecto a IgM aAF, IgM
aFS, e IgM aF| (Figuras 8G-1) (p-valor < 0,0001 para todos
los casos]. Los valores promedio (4,18 + 2,76 U/mL) tam-
bién fueron mayores en comparacién con los aFL “no-cri-
terio”. Por otro lado, al medir IgG aff2GPI, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas con respecto a
|gG aAF (Figura 8J) (p-valor: 0,2326), IgG aFS (Figura 8K])
(p-valor: 0,6519) e IgG aFl (Figura 8L) (p-valor: 0,4673).

Comportamiento de los aFL a distintos intervalos de tiempo

Se compararon los valores de los pardmetros de inmuno-
globulinas en 35 pacientes, a quienes se les pudo realizar el
seguimiento, para analizar cémo evolucionaron los valores
de laboratorio. En la Tabla Il, se pueden observar los valo-
res promedio y valores de dispersién asociados a cada uno
en los distintos tiempos. Los valores de IgM aCL presenta-
ron diferencias estadisticamente significativas [(p-valor:
0,0156). Se observé una mediade 3,31 + 2,04 MPL-U/mL en
la primera medicién, y ese valor promedio aumentd a 4,43 +
3,12 MPL-U/mL en la segunda medicién. Por el contrario, en
los valores de IgM aff2GPI, se observé un descenso estadis-
ticamente significativo en el promedio al comparar las dos
mediciones: de 3,94 + 3,26 U/mL, los pacientes pasaron a
un promedio de 3,26 + 2,98 U/mL en la segunda medicién
(p-valor: 0,0150]).

Para los valores de IgG aCL, también se observé un des-
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Figura 4. Correlaciones de anticuerpos IgM anticardiolipinas .
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» Correlacion de IgM aCL con: A) APP; B) KPTT; C) Recuento de leucocitos; D) Relacién N/L; y E) Recuento de plaquetas; aCL, anticuerpos anticardiolipinas;
APP, tiempo de Protrombina; GPL, fosfolipidos IgG; IgG, inmunoglobulina G; IgM, inmunoglobulina M; KPTT, tiempo de tromboplastina parcial activada;

MPL, fosfolipidos IgM; N/L, neutréfilo/linfocito.

censo en el valor promedio (5,51 + 3,55 GPL-U/mLy 4,77 +
2,57 GPL-U/mL respectivamente], mientras que los valores
de 1gG af2GPl aumentaron en la segunda medicién (de 3,74
+4,30 U/mL a 3,91 + 7,68 U/mL, respectivamente]. En es-
tos casos, las diferencias observadas no fueron estadistica-
mente significativas.

Discusion

Estd documentado que la presencia de aFL en el contex-
to de la COVID-19 puede ser un fenédmeno secundario a la
infeccién. La presencia de estos anticuerpos por si solos no
es suficiente para provocar un evento trombético, sino que
se necesita de una actividad inflamatoria intensa como la

de la COVID-19°.

De acuerdo con el trabajo de Espinoza y colaboradores®,
los posibles mecanismos patogénicos de los aFL se pueden
agrupar de manera general en los que causan: 1] efecto so-
bre los mecanismos procoagulantes y anticoagulantes que
se llevan a cabo en las membranas de algunas células y 2)
activacién de células blanco e induccién de la expresién y
secrecion de diversas moléculas. Sin embargo, dada la he-
terogeneidad de las manifestaciones clinicas, es probable
que mas de un mecanismo fisiopatolégico participe en el
desarrollo de la enfermedad®.

Se ha observado una prevalencia inusualmente eleva-
da de eventos tromboembdlicos durante el curso de la CO-
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Figura 5. Correlaciones de anticuerpos lgG anticardiolipinas.
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» Correlacion de IgG aCL con: A) APP; B) KPTT; C) Recuento de leucocitos; D) Relacion N/L; y E) Recuento de plaquetas; aCL, anticuerpos anticardiolipinas;
APP, tiempo de Protrombina; GPL, fosfolipidos IgG; IgG, inmunoglobulina G; IgM, inmunoglobulina M; KPTT, tiempo de tromboplastina parcial activada;
MPL, fosfolipidos IgM; N/L, neutréfilo/linfocito.

VID-19. Mientras que los mecanismos involucrados en el  tudios identificaron de manera inesperada una alta inciden-
estado hipercoagulable que pueden llevar a una coagulopa-  ciade aFL en pacientes con COVID-19'>'?internados en UTI'8,
tfa en pacientes con COVID-19 permanecen sin ser del todo  con una tasa acumulada de 27,6% dentro de las primeras 24
claros, ha sido reportado un incremento en la prevalencia  horas de admisién al nosocomio®. Ademas, las autopsias
de aFL en estos pacientes por diversos grupos de investi- revelaron trombosis venosas profundas hasta en un 58% de
gacién. Esto es importante dado que la presencia de aFL  pacientes con COVID-19 severa en los que no se sospechaba
puede resultar en anormalidades que incluyen prolongacién  previamente de tromboembolismo venoso?’.
de los tiempos de coagulacién y/o manifestaciones clinicas Enuna serie de 21 pacientes hospitalizados en UTl con CO-
que van desde trombocitopenia hasta un SAF, en donde el  VID-19 severa o critico, 67% de ellos presentaba positividad
estado protrombético adquirido generado por los aFL es el para al menos uno de los aFL: 25% presentaba doble positivi-
responsable de un incremento significativo en el riesgo de  dad y 8%, triple positividad (AL, aCL, y af2GPI]. IgM aCL esta-
trombosis venosa, arterial, y microvascularl4, ba presente en el 14% de los pacientes e IgG aCL, en el 10%21,
En el caso de la infeccidn por SARS-CoV-2, los primeros es-  En otra investigacién con 31 pacientes con COVID-19 en UTI,
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Figura 6. Correlaciones de anticuerpos IgM anti-$2-glicoproteina-|.

o
26 o . p=-0,09 . p=0,02
2 ., @ p-valor: 0,55 88! . p-valor: 0,91
° . ¢ ?«D
B i, . g -
- [ ] ] [
< s ' l gt “ ~ § s . .
= ™ 44 s .
e © e L}
2 s E 0K
22
‘.
0- - - . 0 2 4 6 8 10 12 14
0 2 4 3 8 10 12 14
E 18000, . p= Uin |E| 72 . p:.[:,22014|E|
bt L] -valor: 0,48 p-valor: 0,
IR . P 60
a ® b d 48
:‘% 10800 . ‘ ¢ ° E
S T g
g 0 ot . g
2 18’ . = 2 e °
€ 0 " . ¢ ¢ R o * e ° ¢
g ° . Stri—
F‘d ol 2 § § _ § § 0 Y i & g ™
0 2 4 [ 8 10 12 14 0 2 4 3 8 10 12 14
IgM aB2GPI (U/mL) IgM aB2GPI (U/mL)
e o
g, . p=0,01
% 368 o ° p-valor: 0,95
O ) 5
S 27 8.
E 184 H * . L -
) ° e ® o
g-' 92 . ; L ‘
) [ ]
=N o .
0 4 7 11 14
IgM aB2GPI (U/mL)
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lipinas; APP, tiempo de Protrombina; GPL, fosfolipidos IgG; IgG, inmunoglobulina G; IgM, inmunoglobulina M; KPTT, tiempo de tromboplastina parcial

activada; MPL, fosfolipidos IgM; N/L, neutréfilo/linfocito.

7 de 9 pacientes con manifestaciones trombdticas presen-
taban al menos 1 aFL, y 16 de 22 pacientes sin trombosis
también presentaban positividad para estos??. Otro estudio
demostré la presencia de aFL en el 52% de 172 pacientes
hospitalizados con COVID-19 e incluyé 23% de 1gM aCL, 24%
de IgM antifosfatidilserina/protrombina (aFS/PT), y 18% de
lgG aFS/PT 3El hallazgo de que otro trabajo encontrd alre-
dedor del 12% de prevalencia de IgM/IgG aCL e 1gG af2GPI?3
indica la variabilidad que existe entre cohortes de pacientes
ylugares donde se realiza la determinacion.

Con base enlos resultados de este estudio, encontramos
una baja prevalencia de aFL en la cohorte de pacientes es-
tudiados (4% IgM aCL, 5% IgG aCL, 6% IgM aff2GPI y 4% 1gG
afi2GPl), lo que condice con la gran variabilidad existente

entre la poblacién de estudio y el lugar donde se lleva a
cabo el analisis. La principal diferencia puede deberse a que
la mayoria de los casos estudiados en la literatura corres-
ponden a pacientes criticos o con enfermedad muy severa,
mientras que los pacientes analizados en nuestro trabajo
son, en su mayoria, pacientes con enfermedad leve a mo-
derada.

En otro estudio con pacientes con COVID-19 sin enferme-
dad critica (por ejemplo, sin ingreso a UTI), la presencia de
aFL fue un hallazgo comun, con una prevalenciade lgM e IgG
aff2GPl de 8,7% y 2,9%, respectivamente24. Esto correspon-
de aresultados similares a los obtenidos en nuestro trabajo
con una poblacidn similar.

De acuerdo con los resultados obtenidos, observamos
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Figura 7. Correlaciones de anticuerpos IgG anti-f2-glicoproteina-I.
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» Correlacion de IgG af2GPI con: A) APP; B) KPTT; C) Recuento de leucocitos; D) Relacién N/L; y E) Recuento de plaquetas; aCL, anticuerpos anticard
iolipinas; APP, tiempo de Protrombina; GPL, fosfolipidos IgG; IgG, inmunoglobulina G; IgM, inmunoglobulina M; KPTT, tiempo de tromboplastina parcial

activada; MPL, fosfolipidos IgM; N/L, neutréfilo/linfocito.

que no existe relacion entre los aFL convencionales (IgM/
lgG aCL e 1gM/IgG aff2GPI) y parametros de laboratorio de
rutina, tales como tiempo de protrombina (APP), tiempo de
tromboplastina parcial activada (KPTT), recuento de leuco-
citos, recuento de plaquetas y relacién neutréfilo/linfocito
(R N/L). Si bien la principal alteracién observada en estos
pacientes es el aumento de la R N/L, propia de la neutrofilia
caracteristica de la enfermedad, esta es independiente de
la presencia o ausencia de los aFL.

En cuanto al andlisis de los aFL “no-criterio”, la literatura
acerca de su comportamiento en pacientes internados con
COVID-19 es escasa. Sin embargo, su utilidad en el diagnds-
tico de SAF en pacientes seronegativos ha sido ampliamen-
te estudiada>13:2°,

Con base en nuestros resultados, encontramos que la
determinacién de IgG tanto para aAF como para aFS y aFl
respecto de IgG aCL y af2GPI no representa ventaja alguna
en la identificacién de pacientes de riesgo para manifes-
taciones trombdticas o SAF. La misma situacién se replica
para la determinacién de IgM, en donde encontramos valo-
res ain mas bajos con respecto a los aFL convencionales.
Un estudio longitudinal llevado a cabo durante 15 afios de-
mostré que el riesgo de sufrir alguna manifestacién tromboé-
tica se incrementa progresivamente con el nimero de aFL
positivos®®. Los pacientes que desarrollan SAFC presentan
el mayor ndmero de aFL “no-criterio”, por lo tanto, el perfil
de aFL es mas importante que la determinacién aislada de
ellos tanto para el diagndstico como para la estratificacion
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Figura 8. Comparacién entre aFL convencionales y aFL “no-criterio”.
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de riesgo de SAF2>%7, En este estudio, la ausencia de aFL
convencionales y “no-criterio” en titulos moderados o altos
(=40 titulos) se correlaciona con la ausencia de desarrollo
de SAF o SAFC en la poblacién de estudio.

Para cumplir con los criterios de clasificacién de SAF, la
positividad de los aFL debe confirmarse en 2 oportunidades
con al menos 12 semanas de diferencia entre cada deter-
minacion, dado que estos pueden aparecer de manera tran-
sitoria y no especifica durante episodios infecciosos agu-
dos?®. Sin embargo, la mayoria de los estudios realizados
solo han llevado a cabo una Unica determinacion, y aquellos
que realizaron una segunda lo hicieron en un tiempo menor

que el de las 12 semanas. Solo dos estudios confirmaron de
manera sistematica la positividad de los aFL de acuerdo con
los criterios de clasificacion®%30.

Los aFL pueden negativizarse en la segunda determina-
cion. Este fenémeno es mas comun para el AL?2 2932 pero
también se ha observado lo mismo para el resto de los aFL32.
Segun laliteratura, los niveles de aCL y aff2GPI no presentan
variaciones significativas en la segunda medicign®22°,

Con base en los resultados obtenidos, no observamos
cambios significativos en la segunda determinacion (antes
de la semana 12) de IgG aCL e IgG aff2GPI respecto de la
primera, lo que coincide con la bibliografia. Sin embargo, si
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observamos variaciones significativas para IgM aCL e IgG
aff2GPl, aunque esta variacién no permiti6 diferenciar a
aquellos pacientes con riesgo de SAF, dado que no se obtu-
vieron valores que cumplieran con los criterios de clasifica-
cion actuales.

Los pacientes con COVID-19 presentan mayores niveles
de aFL con respecto a pacientes sin la afeccién (pero siem-
pre dentro de los valores de referencia), lo que sugiere que,
en aquellos individuos genéticamente susceptibles, cier-
tas infecciones, asi como también procesos inflamatorios,
podrian inducir una respuesta autoinmune. Sin embargo,
este aumento no es suficiente para clasificar a estos pa-
cientes con SAF, ya que no se cumple con los criterios de
clasificacién actuales. Los resultados del presente estudio
no muestran correlacién entre la infeccién por SARS-CoV-2 y
el desarrollo del sindrome, dada la falta de asociacién entre
resultados positivos de aFL (por encima del valor de corte,
pero por debajo del valor diagndstico] y parametros de la-
boratorio de rutina. También observamos que la determina-
cién de aFL “no-criterio” no aporta informacién adicional al
diagnéstico de SAF, por lo que no se justifica su medicién.

Serd necesario realizar un estudio a gran escala, con una
mayor cohorte de pacientes con COVID-19 donde la compo-
sicién de los aFL sea puesta en contexto con el curso de la
enfermedad y, esencialmente, con los eventos trombéticos,
asi como también serfa ideal realizar una mayor cantidad
de determinaciones en el tiempo para llegar a conclusiones
mas determinantes.
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