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Clinical application of the activated
partial thromboplastin time (APTT) with
madified incubation time for the
diagnosis of lupus anticoagulant (LA)

Background: Although several tests are used to screen for the
presence of LA, none detects all its types. The shortening of APTT observed when the pre-incuba-
tion period is prolonged, proved to be a sensitive test for the presence of LA. Material and
methods: We determined the APTT, performed with a 4 or 15 min preincubation period
(APTTs and APTT15 respectively), in 22 healthy subjects, 3 commercial positive controls for LA,
16 patients with a previous diagnosis of LA and 54 patients with recurrent fetal loss and/or in-
fertility. Evidence of LA was established by a positive Staclot-LA test. Results: APTTs and
APTT15 were 31.5+4.7 and 28.4+4.5 seconds respectively in samples from 22 normal subjects.
The figures in samples with LA, were 71.5+20.3 s and 58.6+18 s respectively. The difference be-
tween the two APTTs performed on an individual sample was defined as the APTT 4-15 and
was 2.6+2.0 in normal subjects 2.5+2.8 in 13 patients anticoagulated with warfarin, -10.0#6.5
in 13 patients receiving heparin, and 13.2+4.9 in 15 patients with LA. The test values for LA
patients were significantly higher than those for normal subjects (p <0.0001). For values over 5,
the APTT 4-15 had 93.3% sensitivity and 100% specificity. In one patient with recurrent fetal
loss or infertility, who was LA positive, the APTT 4-15 was positive with a value of 14. Conclu-
sions: This modified TTPA is easy to perform, and provides a reasonably discriminatory value
for the presence of LA. Therefore, we recommend the TTPA 4-15 to screen for LA (Rev Méd Chile
2004; 132: 407-12).
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| anticoagulante lGpico (AL) corresponde a

inmunoglobulinas que interfieren in vitro con
las pruebas de coagulacion dependientes de fos-
folipidos?.

Se utilizan muchas pruebas para detectar AL,
de ellas, el TTPA es la mas usada como método de
screening, pero su sensibilidad varia seguin el
reactivo?. Las pruebas confirmatorias: veneno de
vibora de Russell diluido confirmatorio, neutrali-
zacioén plaquetaria, neutralizaciéon con antifosfoli-
pidos hexagonales Il (Staclot-LA), también son
multiples, complejas y ninguna detecta todos los
AL3, En 1994, Robert y cols* describieron una
nueva prueba que modificaba los tiempos de
incubacion del TTPA, que era positiva para AL
cuando la diferencia entre el TTPA con 1y 10 min
de incubacion (TTPA 1-10) era >11 s, sensible y
especifica para AL si se asociaba a los estudios de
mezcla y presentaba como falsos (+) los déficits
de factores de contacto (Prekalikreina y F XII).
Esta prueba fue repetida por Cloherty y cols,
quienes observaron una menor sensibilidad para
la deteccion de AL®.

La prevalencia de AL en la poblacién general de
embarazadas es alrededor de 0,2%°%, en pacientes
con més de 2 pérdidas fetales es 7-8%’, y mas alta
si se asocia a lupus eritematoso sistémico®. Los
mecanismos involucrados en estas pérdidas fetales
y si ellas son embrionarias o predominantemente
fetales atin no han sido completamente aclarados®
11 En pacientes con infertilidad, se ha descrito una
asociacion con la presencia de anticuerpos antifos-
folipidos, tanto del tipo anticardiolipina (ACA)
como AL, pero hasta el momento esta relacion no
ha sido claramente establecidal?14,

El propésito de este estudio fue evaluar esta
prueba de menor costo y complejidad en pacien-
tes con diagnéstico de LA, en normales, en terapia
anticoagulante oral y con heparina no fracciona-
da. Ademas, aplicar esta prueba en una poblacion
obstétrica con mayor probabilidad de presentar
AL por sus antecedentes clinicos, como una forma
de establecer la utilidad de ella.

PacienTEs Y METODOS

Se realiz6 la prueba TTPA 4-15 en 22 controles
sanos, obtenidos del laboratorio de coagulacién,

los cuales presentaban TTPA, tiempo de protrom-
bina y de trombina normales, en 3 controles
positivos de AL estandar (Cryo Lupus and G King
Lupus CCT), en 16 pacientes con diagndstico
previo de AL, estudiado en relacién al anteceden-
te de enfermedad autoinmune (12 pacientes) e
hipertensién pulmonar primaria en 4; todos ellos
tenian TTPA prolongado (>50 s previo al estudio),
no corregia con la mezcla plasma normal 1:1, la
prueba confirmatoria con Staclot-LA fase Il fue >8
s (positivo), el tiempo de trombina normal y se
descartaron otros inhibidores especificos de la
coagulacion. Se estudiaron 13 pacientes que se
encontraban en terapia con warfarina y 13 pacien-
tes en terapia anticoagulante con heparina no
fraccionada.

Se estudiaron ademas, en forma retrospectiva
54 pacientes del Servicio de Ginecologia y Obste-
tricia del Hospital de la Universidad de Alabama
en Birmingham con diagndéstico de pérdidas feta-
les recurrentes o infertilidad. Las caracteristicas de
las pacientes se muestran en la Tabla 1.

Las muestras de sangre fueron obtenidas por
puncion venosa en tubos con citrato de sodio, se
centrifugaron por 5 min a 29.000/rpm y el plasma
fue filtrado con filtros de 0,45 a 0,22, Las muestras
se congelaron a -70°C hasta ser procesadas.

El plasma normal fue obtenido de Cryo Check™
Citrated Human Plasma. Las pruebas de coagula-
cién se realizaron en un equipo STA System (Diag-
nostica Stago) y el Staclot LA fase (1) en un
coagulémetro mecanico de punto final (ST4, Diag-
nostica Stago).

Para el TTPA estandar (TTPAs) se us6 como
reactivo STA-PTT-LT que contiene cefalina y silica
como activador (Diagnostica Stago), plasma pobre
en plaguetas y el tiempo de preincubacién fue de
4 min; el TTPA15 fue realizado con 15 min de
preincubacion con los mismos reactivos. Los
anticuerpos anticardiolipinas 1gG, IgM e IgA se
realizaron por método de ELISA.

La prueba TTPA 4-15 se defini6 como la
diferencia entre TTPAs y TTPA15 y se realizé en
todos los pacientes previamente descritos.

Los resultados se muestran como promedios +
desviacion estandar. Para la comparacién entre
grupos se utilizé la prueba t de Student para
muestras no pareadas. Se realiz6 curva ROC para
determinar el punto de corte de la prueba.



REsuLTADOS

Los resultados de TTPA con tiempo de incubacion
modificado en plasma normal y en AL fueron los
siguientes (promedio + DS): en plasma normal
TTPAs fue 31,5+4,7 s y el TTPA15 28,4+4,5 s. El
TTPA15 se acorta en forma significativa respecto al
estandar (p <0,01) en los pacientes normales. En
las 18 muestras positivas para AL, que incluye
control positivo y pacientes el TTPAs fue
71,5+20,3 seg y el TTPA15 de 58,6118 s. De los 16
pacientes con AL previo, se excluyé 1 que
presenté un TTPA normal, por no cumplir con el
primer criterio diagnostico para AL, aunque pre-
viamente presentaba TTPA prolongado. En los 15
pacientes restantes el TTPAs fue 7421 s, el
TTPA15 60,8+18,8 s y el TTPA 4-15 13,2+4,9. En la
Tabla 2 se muestran los resultados individuales de
TTPAs, TTPAL5 y TTPA 4-15 en controles, pacien-
tes con AL y controles AL positivos.

Los resultados de la prueba TTPA 4-15 para
todos los pacientes estudiados se muestran en la
Tabla 3, donde se observa que tanto los pacien-
tes con AL como los controles (+) presentan
valores prolongados en relacion a los normales
(p <0,0001). Los pacientes en terapia con warfari-

na muestran valores similares a los controles
normales, sélo 1 paciente de este grupo presentd
un valor elevado para la prueba TTPA 4-15, en él
se descarté la presencia de AL por una prueba
confirmatoria (Staclot LA) que fue negativa. En
los pacientes en terapia con heparina no fraccio-
nada se produjo una prolongacion del TTPA15
determinando valores negativos para la prueba,
este grupo también presenta diferencias significa-
tivas con los controles normales pero en el
sentido opuesto a los pacientes con AL (p
<0,0001).

La prueba TTPA 4-15 =5 s fue considerada
positiva para AL con una sensibilidad de 93,3%,
especificidad de 100% y un intervalo de confianza
95% de 0,853-0,996. El area bajo la curva ROC fue
0,97 y el error estandar 0,032.

De las 54 pacientes obstétricas evaluadas, 3
presentaban ACA (+) en bajos titulos y una de
ellas presentaba tanto ACA como AL positivos. En
todas ellas se aplicé la prueba TTPA 4-15, en las
53 pacientes sin AL, la prueba tuvo un valor de
2,912 (Promedio + DS), valor similar a los contro-
les normales; sin embargo en la paciente con AL
(+) la prueba TTPA 4-15 tuvo un valor de 14, con
un TTPAs de 62 y TTPA15 de 48.

Tabla 1. Caracteristicas de las pacientes obstétricas

Grupo | Grupo 1l Grupo 1l Total

(n=30) (n=14) (n=10) (n=54)
Edad (X£DS) 30,145,2 31,945,3 32,1443 31,145,1
Pérdidas fetales (XxDS) 3,714 2,1+0,7 0,7+0,5 2,4+1,6
Parto prematuro 3 1 0 4
RCIU* 2 0 0 2
Pre eclampsia 1 0 0 1
Cefalea 1 1 3 5
Trombosis 1 0 2 3
Accidentes vasculares 1 0 1 2
Endometriosis 2 4 4 10
Historia de AL (+)* 1 0 0 1
Historia de ACA (+)* 2 1 0 3
Historia de ANA (+)* 2 3 0 5

Grupo I: Pacientes con antecedentes de pérdidas fetales recurrentes. Grupo Il: Pacientes con antecedentes
de pérdidas fetales recurrentes e infertilidad. Grupo IlI: Pacientes con antecedentes de infertilidad.
*RCIU: Retardo del crecimiento intrauterino. AL: anticoagulante IUpico. ACA: anticuerpos anticardiolipi-

nas. ANA: anticuerpos antinucleares.



Discusion

El AL es un anticuerpo que prolonga los tiempos
de coagulacién por medio de unién a fosfolipidos
utilizando cofactores como R, glicoproteina-I (3,-
GP 1) y protrombina. Sus manifestaciones clinicas
son multiples y entre las més frecuentes observa-

mos las trombosis venosas y arteriales, abortos
recurrentes'®>16 y trombocitopenial’.

La busqueda de pruebas de menor compleji-
dad y costo para el diagnéstico de AL es relevante
ya que ninguna los identifica a todos. Entre las
maés utilizadas tenemos:

Tabla 2. Valores de TTPAs, TTPA15y TTPA 4-15 en controles, pacientes con anticoagulante lpico (AL)
positivo y controles positivos

Controles Pacientes AL (+) Controles AL (+)
n=22 n=15 n=3
TTPAs TTPA15 TTPA 4-15 TTPAs TTPA15 TTPA 4-15 TTPAs TTPA15 TTPA 4-15
seg seg seg seg seg seg
34 29 5 57 42 15 61 51 10
32 28 4 45 42 3 61 51 10
34 29 5 83 63 20 54 40 14
34 30 4 55 45 10
36 33 3 130 115 15
32 27 5 69 56 13
37 32 5 75 56 19
36 31 5 59 50 9
36 33 3 67 58 9
35 32 3 100 81 19
39 42 -3 75 56 19
26 24 2 101 84 17
28 26 2 58 45 13
26 25 1 74 63 11
25 25 0 63 57 6
26 21 4
24 22 2
36 33 3
25 24 1
29 27 2
27 26 1
36 26 0
X 31,5 28,4 2,6 74 60,8 13,2 58,6 47,3 11,3
DS 4,7 4,5 2 21,3 18,8 5 33 5,2 1,9

TTPAs: TTPA realizado con 4 min de incubacion. TTPA15: TTPA realizado con 15 min de incubacion. TTPA 4-

5: diferencia entre TTPAs y TTPALS5.

Tabla 3. Resultados de la prueba TTPA 4-15

Normales AL(+) Warfarina Heparina  Pts Obstétricas
(n=22) (n=18) (n=13) (n=13) (n=53)
TTPA 4-15 (X£DS) 2,612 12,9+4,6 2,5+2,8 -9,6+7,1 2,942
Rango 0-5 3-20 (-3)-9 (-25)-(-1) (-2)-8




a) TTPA: es muy utilizada pero tiene el inconve-
niente de que los reactivos varian en su capacidad
para detectar el AL, los mejores para monitorear
terapias con heparina no son buenos para detectar
AL; no es una buena prueba aun usando los
reactivos mas sensibles. b) Tiempo de coagulacién
con Kaolin: TTPA sin fosfolipido en el reactivo, lo
gue lo hace muy sensible para AL, mezcla propor-
ciones variables de plasma del paciente y plasma
normal. Su inconveniente es que requiere realizar
multiples pruebas de laboratorio tanto del paciente
como del normal!8, ¢) Veneno de vibora de Russell
diluido (dRVVT): utiliza veneno de vibora que es
activador del factor X y fosfolipidos en forma
micelar, los que son diluidos para hacerlos mas
sensibles para AL. Es una de las mejores pruebas
para detectar AL, especialmente en pacientes con
TTPA normal; no es afectado por inhibidores de
factor VIII, factor IX o factor Xl, pero si por
heparina, warfarina e inhibidores de factor V19, d)
Inhibicién de tromboplastina tisular: el tiempo de
protrombina se prolonga mas en pacientes con LA
gue en normales al diluir la tromboplastina. Usa
fosfolipidos unidos a proteina y tiene como falsos
positivos inhibidores de factor VIII, factor IX y
heparina. No es una buena prueba diagnésticaZC.

La confirmacion del AL detectado por las
pruebas previamente mencionadas, requiere la
utilizacién de fosfolipidos que deben acortar los
tiempos. Entre ellos tenemos: a) Veneno de vibora
de Russell diluido confirmatorio: el mismo princi-
pio que el anterior pero corrige con fosfolipidos,
idealmente sin utilizar fosfolipidos plaquetarios en
la correccién por la presencia de factor plaquetario
4, pues pueden producir falsos positivos en presen-
cia de heparina. El ideal es utilizar cefalina?l. b)
Test de neutralizaciéon plaquetaria; compara los
valores de TTPA en presencia de plaquetas como
fosfolipidos y soluciéon salina, discrimina entre
inhibidores especificos (especialmente factor VIII)
y AL, la heparina produce falsos positivos?. c)
Correccion con fosfolipidos hexagonales (Staclot
LA): usa liposomas de fosfatidiletanolamina (PE),
gue neutralizan AL mejor que otros fosfolipidos ya
gue forman fases hexagonales. En esta prueba se
comparan los TTPA adicionando PE y sin PE y
usando un reactivo sensible para AL; en presencia
de AL el TTPA con PE es mas corto. La prueba es
positiva si el valor de TTPA sin PE menos el valor

de TTPA con PE es =8 s. Esta prueba no se altera
con inhibidores especificos ni con heparina en
niveles <1 U/mL23, d) TTPA con fosfolipido diluido:
utiliza silica como activador, fosfolipido de cerebro
de bovino en diferentes diluciones y plasma nor-
mal para eliminar el efecto del déficit de factores.
En AL los TTPA son 5 veces mayores que los
normales; tiene como falsos positivos los inhibido-
res de factor VIII >10 BU/mI?.

La prueba utilizada por nosotros, que posee
una alta sensibilidad y especificidad para detectar
AL, se basa en el acortamiento del TTPK al
aumentar el tiempo de incubacién, el que es
significativamente mayor en portadores de AL. La
causa de este fenébmeno no es clara pero se
atribuye a la accion del AL en la fase de contacto
de la coagulacion, donde estaria involucrada la
B,-GP-l. La B,-GP-I es una proteina plasmatica
que neutraliza las macromoléculas de carga nega-
tiva que entran a la circulacién; también se sabe
que inhibe la fase de contacto, por accién en el
factor Xl y factor Xlla a través de prekalikrei-
na25-27 o que le confiere una actividad antico-
agulante. Se ha observado que el complejo anti-
R,-GP-1/R,-GP-1 tiene una actividad semejante a
AL y es capaz de aumentar la activacion del factor
X1l cuando se encuentra en concentraciones ele-
vadas?® y éste puede ser uno de los mecanismos
implicados en el mayor acortamiento del TTPA en
pacientes con AL.

El fenédmeno que se observa en los pacientes
tratados con heparina se debe a una accion inhibito-
ria sobre el factor XIl, por lo que al aumentar el
tiempo de incubacién el TTPA se prolonga, determi-
nando valores negativos para la prueba.

Cloherty y cols® observaron que la sensibilidad
de la prueba estd relacionada con el tipo de
activador utilizado en el TTPA y la mayor sensibi-
lidad se obtiene cuando se utiliza silica como
activador.

La prueba TTPA4-15, demostr6 ser sensible y
especifica para detectar AL. En la poblacion
obstétrica estudiada, s6lo una paciente fue positi-
va para AL, y este hallazgo fue confirmado por la
nueva prueba. En base a estos resultados lo
recomendamos como prueba de screening para
AL teniendo en cuenta que cada laboratorio debe
determinar los tiempos de incubacion mas ade-
cuados segun los reactivos y equipos utilizados.
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