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RESUMEN

El sindrome antifosfolipidico (SAF) es un desorden caracterizado por un estado de
hipercoagulabilidad, que favorece las trombosis venosa o arterial, las pérdidas fetales
recurrentes, el descenso de plaquetas, cambios neuroldgicos inespecificos y la presencia
en el suero de anticuerpos dirigidos contra fosfolipidos (1).

Debido a que los problemas tromboembdlicos son los responsables de mas de la mitad
de las muertes de los adultos en paises occidentales, el presente estudio tuvo como fin
determinar en pacientes guatemaltecos si existe alguna relacion entre la enfermedad

vascular obstructiva de la retina y la presencia de anticuerpos antifosfolipidos (AAF).

El estudio incluyé un total de 90 muestras provenientes del mismo numero de pacientes
con enfermedad vascular obstructiva de la retina, que asistieron a la Unidad Nacional de
Oftalmologia. En los 90 pacientes se determiné que 64% padecian obstruccion vascular
central de la retina, 32% obstruccion de la rama venosa y 4% presentd obstruccion de la
arteria central. Este diagnédstico fue realizado por el clinico especialista, auxiliado por

estudios angiograficos.

Cada muestra fue analizada para determinar la presencia de anticoagulante lupico y

de anticuerpos anticardiolipina IgG por el método de ELISA.

Las muestras analizadas revelaron que dos pacientes presentaron las pruebas de
coagulacion alteradas y ninguno de ellos fue positivo a los anticuerpos anticardiolipina 1gG.
A las muestras de pacientes que presentaron tiempos de coagulacion prolongados se les
procedié a determinar la actividad de anticoagulante lupico mezclando plasma del
paciente con plasma normal en relacién 1:1; al hacer esta mezcla los tiempos de

coagulacion se corrigieron, por lo que se descarté la actividad de anticoagulante lupico.



No se encontré ningun caso de AAF en los pacientes con obstruccidn de retina que
asisten a la Unidad Nacional de Oftalmologia incluidos en este estudio. Se recomienda
realizar estudios posteriores incluyendo un numero mayor de pacientes tratando de

establecer si existe una relacion entre la presencia de AAF y la obstruccion de la retina.



[. INTRODUCCION

Estudios de inmunologia en todo el mundo han demostrado que varias enfermedades
trombdticas son causadas o estan relacionadas con el Sindrome Antifosfolipidico (SAF), el
cual es diagnosticado tanto por criterios clinicos como por pruebas de laboratorio.

La enfermedad vascular obstructiva de la retina es una enfermedad trombética que
ocurre con pérdida de agudeza visual subita, unilateral e indolora.

El propdsito del presente estudio fue establecer si existe alguna relacién entre la
enfermedad vascular obstructiva de la retina y la presencia de anticuerpos antifosfolipidos
(AAF).

En Guatemala éste es el primer estudio que se realiza para establecer alguna relacion
entre la enfermedad vascular obstructiva de la retina y el SAF, aunque en paises como
Espafa y Estados Unidos ya se han realizado estudios y se han reportado casos. Por lo
tanto, los datos generados en el presente estudio proporcionan una informacion preliminar
sobre el problema.

En este estudio se realizaron dos pruebas inmunolégicas de laboratorio a muestras de
pacientes que consultaron a la Unidad Nacional de Oftalmologia por enfermedad vascular
obstructiva de la retina. Dichas pruebas consistieron en la medicién de anticuerpos
séricos anticardiolipina (aCL) por el método de ELISA y la determinacién de anticoagulante

lupico (AL) en plasma.



Il. ANTECEDENTES

B. El Sindrome Antifosfolipidico
1. Generalidades
Los anticuerpos son proteinas que se encuentran en los seres vivos y cuya mision
es defender al organismo frente a agentes externos. En algunas ocasiones, el
organismo produce anticuerpos frente a estructuras propias que se denominan auto
anticuerpos y dan lugar a ciertas enfermedades tales como lupus eritematoso

sistémico (LES), anemia perniciosa, glomerulonefritis, etc.

Los anticuerpos antifosfolipidos (AAF) son un tipo de auto anticuerpos que
reaccionan frente a sustancias sanguineas que estan unidas a fosfolipidos. Se ha
planteado que el mecanismo de la trombosis obedece a que los anticuerpos inhiben
reacciones en la cascada de la coagulacion catalizadas por fosfolipidos cargados
negativamente, presentando ademas interaccion entre estos y activadores antigénicos
sobre las plaquetas, células endoteliales y componentes de la cascada de la
coagulacion. Su presencia afecta la activacion del factor X, la conversién protrombina-
trombina, activacién de la proteina C y la inactivacion del factor Va induciendo un
estado protrombdético. La Be-glicoproteina 1 (B2.GPI, o apolipoproteina H) es un
anticoagulante natural que demuestra afinidad selectiva por estos auto anticuerpos,

que al unirsele inducen trombosis al neutralizar su efecto anticoagulante (1-4).

El sindrome antifosfolipidico (SAF) es un desorden caracterizado por un estado de
hipercoagulabilidad, que favorece las trombosis ya sea venosa, arterial 0 ambas,

pérdidas fetales recurrentes, descenso de plaquetas, cambios neurolégicos



inespecificos y la presencia en el suero de anticuerpos dirigidos contra fosfolipidos,
que son determinadas por las pruebas de laboratorio (anticuerpos anticardiolipina
(aCL) por el método de ELISA y la deteccién de anticoagulante lupico (AL)). Este
sindrome también es llamado Sindrome de Hughes en honor al médico que hizo la

descripcion clinica de ésta (1-4).

El SAF puede estar asociado a otras enfermedades autoinmunes sistémicas,
especialmente LES, o no presentar evidencias clinicas de otra enfermedad,

denominandose entonces SAF primario (3, 5).

2. Resenfa Historica

El primer AAF se descubrié en 1906 por el grupo de Wassermann, como un
anticuerpo asociado a la sifilis. En 1983, GRV Hughes y su grupo de investigadores en
Londres describieron el sindrome clinico complejo caracterizado por trombosis, abortos
a repeticion, cambios neurolégicos inespecificos y la presencia en el suero de
anticuerpos dirigidos contra fosfolipidos, en particular anticardiolipina y es en esta
investigacion que se da por primera vez la descripcion clinica de los pacientes con el
sindrome llamado en afios anteriores como sindrome anticardiolipina (2, 7, 4).

Entre los anos 1983 y 1986, en la literatura mundial comenzaron a aparecer
trabajos relacionados con el sindrome anticardiolipina, posteriormente denominado
SAF. Desde 1987 se dejo de hablar del sindrome anticardiolipina debido a la
observacion de Harris y Gharavi de que los AAF también reaccionaban con otros
fosfolipidos. Estos anticuerpos se han asociados a enfermedades autoinmunes (lupus,

artritis reumatoide) y también a farmacos, enfermedades infecciosas, drogas o



tumores, aunque existe un porcentaje de individuos sanos que presentan estos
anticuerpos (7, 9).

En 1990, otros grupos de investigacion reportaron que los AAF asociados a

trombosis requerian de la presencia de un co-factor, identificado como 3,-glicoproteina

1 (B2>-GPl), que se une a la cardiolipina en las placas de ELISA, y que funciona como
un anticoagulante natural. Esto abrié el campo a la descripcidn de otras caracteristicas
como la unién a la protrombina, a la proteina C y a la proteina S por parte de los AAF

con actividad de anticoagulante lupico (AL) (1, 9).

3. Diagndstico de Laboratorio

Desde 1986 se ha aceptado que el AL y los aCL son examenes confirmatorios del
sindrome. La prueba de aCL es mas sensible y es positiva en 80-90% de los casos.
Este bajo porcentaje de positividad aparentemente no depende de la prueba, sino que

no todos los pacientes desarrollan los aCL.

El principal problema es su especificidad, ya que puede ser positiva en una
cantidad importante de entidades diferentes (sifilis, enfermedades virales, parasitarias,
artritis reumatoide y otras auto inmunes). Entre mas alto es el punto de corte para su

deteccion, mejor es su especificidad.

La prueba de AL es positiva en menor numero de pacientes, pero es mas
especifica que los aCL. El AL puede ser positivo entre el 10 y 20% de pacientes con
SAF que tiene anticardiolipina negativa, de alli que se recomiende hacer ambas

pruebas para una mejor aproximacion diagnostica.
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El diagnéstico del SAF se puede hacer con plena confianza, si el paciente tiene
bien documentado el cuadro clinico tipico, con una prueba positiva de anticoagulante
lupico y/o anticardiolipina IgG positiva por encima de 40 Unidades de Anticuerpos IgG

contra fosfolipidos (GPL) (1, 7).

a. Anticoagulante Lupico (AL)

El AL es un grupo heterogéneo de auto anticuerpos del tipo IgG o IgM dirigido
contra fosfolipidos cargados negativamente que intervienen en la coagulacién. El
AL se determina mediante pruebas que ponen de manifiesto de forma indirecta la
presencia de anticuerpos dirigidos contra la fraccion fosfolipidica del complejo

activador de la protrombina.

Estas pruebas han sido dificiles de estandarizar; inicialmente se utilizan
pruebas que puedan evidenciar alteraciones de los tiempos de coagulacién,
mediante la prolongacién del tiempo parcial de tromboplastina. Se sospecha de la
presencia de AL ante la prolongacion del tiempo de tromboplastina parcial activado
(TPTa) en 6-10 segundos con respecto al control y no se corrige al agregar plasma

normal, lo que hace excluir la deficiencia de factores de coagulacion.

La potencia del AL puede expresarse como la razén entre el TPTa del paciente y
el del control, o como la maxima dilucién del plasma del enfermo que es capaz de

prolongar el TPTa.

Otras técnicas para determinar AL son la prueba del tiempo de inhibicion de la
tromboplastina histica, la prueba de veneno de serpiente de Russel o el tiempo de

caolin y la prueba de saturacion con fosfolipidos plaquetarios (3, 9-11).
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Si alguna de estas pruebas es anormal, se repite utilizando una muestra en la
cual el plasma del paciente se mezcla con la de un sujeto normal. Si el paciente
tuviese déficit de algun factor de la coagulacién, la prueba deberia normalizarse,

contrariamente ante el AL, donde el tiempo permanece prolongado (3).

Asi mismo, la presencia del AL se confirma con la normalizacion de la prueba al
afiadir plaquetas o un exceso de fosfolipidos. La determinacion del AL, debe
hacerse en plasma pobre en plaquetas, ademas estas pruebas carecen de valor si

el paciente se encuentra en tratamiento con anticoagulante (3).

b. Anticuerpos Anticardiolipina (aCL)

Los aCL estan presentes en porcentaje variable en poblacion sana. Una
prevalencia del 7.5% fue reportada inicialmente en mujeres californianas del
sureste, en poblacién sana con edad media de 70 afios ha sido reportado en 12%
comparado con 2% en poblacién joven. Estos datos pueden sugerir que los aCL
pueden estar asociados a un defecto del sistema inmune relacionado con la edad.
Los aCL pueden también estar presentes en algunas enfermedades infecciosas o

relacionadas con farmacos, pero en estas condiciones no se asocia a trombosis.

De los aCL en los ultimos afios ya se pueden detectar de forma directa
mediante radioinmunoensayo (RIA), y mas recientemente, por
enzimoinmunoensayo (ELISA); estos métodos tienen la ventaja de ser mas rapidos,
estandarizables, cuantificables y ademas, discriminan la naturaleza de los

anticuerpos (IgG y/o IgM). La asociacion de titulos altos o0 moderados persistentes
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de IgG con los fendmenos trombaticos le confiere gran importancia a la prueba (3,

9).

El método de ELISA permite la identificacion del isotipo y la cuantificacién de los
titulos, es la técnica habitual para detectar los aCL en la que el antigeno es la

cardiolipina.

Este método detecta un grupo de anticuerpos heterogéneos, que incluyen
aquellos dirigidos contra la cardiolipina y también los dirigidos hacia proteinas
plasmaticas y séricas, con capacidad de unirse a la cardiolipina en la placa de
ELISA particularmente los dirigidos contra B»-glicoproteina 1 (B2-GPI), esta es
necesaria para que la union de los aCL a su antigeno se produzca. En
consecuencia, existen aCL dependientes de B2 -GPIl, que estan asociados a
procesos tromboticos y anticuerpos anticardiolipina no dependientes de [,-GPI,
que se identifican principalmente en el curso de diferentes infecciones y no tienen

relacion con las manifestaciones clinicas del sindrome (3).

Segun datos presentados Pierangeli SS, Stewart M, Silva LK, Harris en el 7th
Taller Internacional de AAF han mostrado que las pruebas de ELISA mas nuevas y
que utilizan como antigeno a la B>-GPI, son aun mas especificas y sensibles.
Dependiendo del estudio, la sensibilidad esta entre el 40 y el 90%, lo cual esta

relacionado con la técnica empleada, y el origen de los sueros probados.

Segun Gonzales H, la especificidad de esta prueba es del 82% y la sensibilidad
del 74%. No obstante, el mismo autor ha colaborado en el desarrollo de una nueva
prueba, utilizando una mezcla de fosfolipidos contra los que reaccionan los

anticuerpos presentes en personas sanas y en pacientes con el sindrome, la cual
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permite discriminar entre los normales (falsos positivos para anticardiolipina) y los

verdaderos pacientes con el sindrome.

Esta prueba se llama ELISA para antifosfolipidos mezclados (AphL - Elisa Kit,
Louisville APL Diagnostics, Inc) y segun los resultados publicados en el 7th Taller
Internacional de AAF tiene una especificidad y sensibilidad mayor de 99.5% y

90.9% respectivamente (Tal como se presenta en anexo 1; Tabla 1) (6,7).

4. Tratamiento

El tratamiento sigue en controversia y se sigue considerando empirico por falta de
estudios bien controlados con grandes numeros de pacientes. Este va a estar
relacionado con los niveles de los anticuerpos, con el tipo de evento trombadtico y
caracteristicas propias del paciente. El tratamiento del sindrome ha evolucionado a
través del tiempo creandose guias que se han cambiado conforme se ha ido
conociendo la enfermedad. Se sugiri6 inicialmente acido acetilsalicilico (AAS) en dosis
de 75-100mg al dia para pacientes asintomaticos, con las pruebas de laboratorio
positivos (AL y aCL), anticoagulacién por tiempo corto con warfarina en casos de un
solo episodio de trombosis y heparina en situaciones de riesgo, si habia antecedentes
de multiples trombosis se da AAS y warfarina, y si se presentaba oclusion arterial el
tratamiento es el AAS y la educacidén del paciente es necesaria para el éxito del
tratamiento. El diagndstico temprano es fundamental y en el manejo de la trombosis
agudo se requiere inmediata anticoagulacién. Es necesario tener un diagnostico
certero para dar el tratamiento adecuado y tener en cuenta si se trata de una trombosis

leve o grave (1, 4, 12).
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B. Enfermedad vascular obstructiva de la retina

1. Enfermedad vascular obstructiva de la retina y el SAF

Los ojos pueden estar afectados en el SAF y producir una trombosis tipo Il (Tal
como se presenta en el anexo 1; Tabla 2), por lo que deben ser evaluados con
regularidad. Aunque existen pocos casos registrados en la literatura sobre enfermedad
vascular oclusiva ocular en pacientes con SAF, los pacientes con AAF, con y sin
enfermedad autoinmune asociada, presentan un riesgo aumentado de oclusiones

vasculares retinianas (13, 14).

Las oclusiones vasculares retinianas de origen inexplicable, pueden deberse a los
AAF, teniendo un rol importante en la patogénesis, por lo que su deteccién ayudaria a
determinar el tratamiento apropiado con anticoagulacion oral a largo plazo. Existen
personas con AAF asintomaticos, estas personas generalmente son detectados
debido que son familiares de pacientes con el SAF diagnosticado o por presentar

alguna alteracion en las pruebas de laboratorio (VDRL).

Estas personas no tienen el sindrome, pero se debiera conocer cual seria el
pronostico de las mismas a largo plazo y las personas asintomaticas con titulos altos,
deberian tener un seguimiento cercano pues son de mayor riesgo de presentar el

sindrome (13).

2. Conceptos Basicos

La retina es la capa interna del ojo que recibe y transmite imagenes enfocadas, la

cual normalmente es de color rojo debido a su abundante suministro de sangre. Por lo
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tanto puede ser afectada por el SAF y causar la enfermedad vascular obstructiva de

la retina que es la obstruccion del suministro de sangre hacia la retina (15).

La obstruccion vascular de la retina causa pérdida de la agudeza visual subita,
unilateral, indolora y se han descrito variadas formas de afectacion, como son la
oclusiéon venosa de la retina y oclusion de la arteria de la retina y menos
frecuentemente, oclusiones capilares extensas y retinopatias proliferantes, y

generalmente estan asociados a otros trastornos neurologicos.

La oclusion venosa de retina se da mas frecuente en personas con edad
avanzada, hipertensién arterial, discrasias sanguineas, glaucoma, hipermetropia vy
otras mas raras, dado que la circulacion retiniana es de tipo terminal, la oclusion

venosa origina estancamiento del flujo sanguineo, hipoxia y extravasacion.

La clinica consiste en pérdida visual unilateral (total si se ocluye la vena central de
la retina, y parte del campo visual si se ocluye una rama), venas dilatadas y tortuosas,
hemorragias y exudados en la retina a la oftalmoscopia que tardan de medio a un afo

en desaparecer (16-18).

La oclusion de la vena central de la retina (OVCR) no isquémica es la mas frecuente
(3/4 de los casos), en ella hay pérdida visual y defecto pupilar aferente moderado. Los
hallazgos en el fondo de ojo también son moderados y el prondstico es relativamente
bueno, ya que cerca del 50% de los casos recupera una visién aceptable. La OVCR
isquémica es menos frecuente, la pérdida visual es severa y el defecto pupilar aferente

es marcado. En el fondo del ojo las hemorragias y exudados son importantes. El


http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/ency/article/002291.htm
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prondstico es malo, no existe tratamiento cerca del 50% y se desarrolla

neovascularizacion y glaucoma neovascular en los 3 meses siguientes (16, 17).

La oclusién de la arteria de la retina es de causa principalmente embdlica,
procedente sobre todo del corazdn y las cardtidas. La sintomatologia clinica de la
oclusion de la arteria central de la retina se caracteriza por pérdida subita y profunda
de agudeza visual con defecto pupilar aferente. En el fondo del ojo se ve una retina
mas palida de lo normal (el edema no deja ver el tono rojo de la coroides excepto en la
févea, donde la retina es mas delgada y a través se ve el color coroideo normal en

forma de mancha rojo cereza) y las arterias estan adelgazadas.

En un 20% de los pacientes existen vasos papilomaculares procedentes de la
circulacién ciliar que permiten conservar la vision central. En la oclusion de una rama
arterial ocurre un defecto visual sectorial e intenso, en el fondo del ojo se ve una zona
de la retina mas palida, con el tiempo los vasos se recanalizan y el edema se
reabsorbe pero la pérdida visual persiste con un fondo del ojo compatible con la

normalidad (17,19).

Descartar enfermedades cardiacas, hipertension, diabetes, hipercolesterolemia,
tabaquismo y alteraciones de la coagulacion es la medida mas importante para evitar la
repeticion del cuadro. El tratamiento antiagregante con 300mg de acido acetilsalicilico
reduce en un 20-30% el riesgo de accidente cerebro vascular (ACV) en enfermedad

carotidea (17).
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3. Epidemiologia

La enfermedad vascular obstructiva de la retina es una enfermedad tipica asociada
a la edad, habiéndose descrito en mas del 90% de los casos en pacientes mayores de
50 anos y con factores de riesgo bien establecidos (hipertension arterial, diabetes
mellitus, enfermedad cardiovascular e hiperlipidemia). Por lo tanto la incidencia de
afectacion ocular en los pacientes jovenes es baja y la mayoria de los estudios se han
realizado en la poblacion general con trombosis, en los que se ha obtenido un escaso

numero de pacientes menores de 50 afios (20-22).

La sociedad espafola de oftalmologia realizé una investigacion para conocer la
prevalencia de AAF y se llevd a cabo por dos afos y medio, comprendidos entre
septiembre 1996 a febrero 1999. Se seleccionaron en consultas externas del Servicio
de Retina a 22 pacientes consecutivos menores de 50 afos, que presentaban un
episodio agudo de oclusidon vascular retiniana (venosa o arterial), a los que se les
realizd prospectivamente una exploracion clinica, oftalmolégica e inmunoldgica
especialmente la deteccion de AAF (aCL y AL). En este estudio se concluye que la
elevada prevalencia de 23% de aCL y de alteraciones inmunolégicas encontradas en
los pacientes mas jovenes, llevan a recomendar el estudio sistematico inmunologico
en una poblacion en la que no se asocian factores de riesgo evidentes y cuyo cuadro

oftalmolégico presenta una mayor gravedad (20).

En Estados Unidos en un estudio realizado en 24 pacientes con enfermedad de

oclusion venosa de la retina se obtuvo una prevalencia significativa de aCL en
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pacientes jovenes. De los 24 pacientes incluidos en 10 de ellos (43%), se obtuvo titulos

elevados de aCL y todos los pacientes dieron negativo con el AL (16).

En un reporte de caso de una mujer de 40 afios con oclusidn venosa y arterial
central de la retina, se cita que fue causado por el SAF primario, en los examenes de
laboratorio el aCL es normal, pero el examen del AL dio positivo y a la paciente se le

inicio tratamiento con warfarina y aspirina (22).

Las infecciones y algunas drogas pueden inducir la produccion de AAF. Los
inducidos por drogas serian auto inmune y las asociadas a infecciones neoplasias, son
alo inmunes. Con respecto a las neoplasias, se detectan AAF fundamentalmente

relacionados con la tricoleucemia y otros trastornos linfoproliferativos.

En la enfermedad vascular obstructiva de la retina los farmacos también se le han
encontrado asociacién, se han efectuado reportes de casos en la que se puede
mencionar que el interferén-alfa se encuentra asociado con obstruccién de la vena

central de la retina y la rama de la arteria de la retina (18, 23).

En Guatemala se tiene un bajo numero de pacientes diagnosticados con
enfermedad vascular obstructiva de la retina. En la Unidad Nacional de Oftalmologia se
diagnostican aproximadamente de 40 a 50 pacientes nuevos por afno; todo estos con
enfermedad avanzada, debido a que no se cuenta con ningun tipo de herramienta
clinico o de laboratorio que ayude a realizar un diagnostico temprano. Por lo tanto,
cuando la enfermedad ha avanzado, los pacientes son sometidos a cirugia porque no

se cuenta con otro tipo de tratamiento, la cual implica riesgo y alto costo (31).
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II. JUSTIFICACION

En Guatemala no se han realizado estudios sobre el Sindrome Antifosfolipidico (SAF) y
su relacion con la enfermedad vascular obstructiva de la retina.

Es importante establecer la presencia de SAF como un factor de riesgo en la poblacion
que desarrolla un proceso obstructivo de la retina, por lo que el presente estudio estuvo
dirigido a una muestra de pacientes que acudieron a la Unidad Nacional de Oftalmologia a
quienes les fue diagnosticado una enfermedad vascular obstructiva de la retina.

La deteccidn de la presencia de AAF en un paciente con obstruccion en la retina ayuda
a establecer el tratamiento apropiado, el cual varia desde anticoagulacion oral a largo
plazo hasta la intervencion quirdrgica, dependiendo el caso.

Los resultados obtenidos en este estudio representan informacioén preliminar y una
base para futuras investigaciones en el campo de las enfermedades oculares

autoinmunes.
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IV. OBJETIVOS

A. General
Determinar el titulo de anticuerpos antifosfolipidos (AAF) en pacientes con enfermedad

vascular obstructiva de la retina que asista a la Unidad Nacional de Oftalmologia.

B. Especificos
1. Determinar AAF por aCL y AL en los pacientes que asistan a la Unidad Nacional
de Oftalmologia.
2. Proporcionar datos confiables acerca del SAF relacionada con la Enfermedad
Vascular Obstructiva de la Retina.
3. Proporcionar informacion para futuras investigaciones en el campo de las

enfermedades oculares autoinmunes.
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V. MATERIALES Y METODOS

A. Universo de Trabajo

La poblaciéon en estudio estuvo formada por pacientes que asistieron a la Unidad
Nacional de Oftalmologia en un lapso de tres meses y medio. Durante este tiempo se
recolect6 un total de 90 muestras sanguineas de igual numero de pacientes atendidos en

esa Unidad con diagndstico clinico de enfermedad obstructiva retiniana.

B. Materiales

1. Equipo:

Refrigeradora

Centrifuga

Lector de microplacas capaz de medir densidades 6pticas a 450nm

Bafo de Maria

2. Materiales:

Tubos Vacutainer sin anticoagulante de 3 ml.

Tubos Vacutainer con citrato de sodio de 3 ml. (Proporcion

sangre/Anticoagulante 9:1).

Aguja multiple Vacutainer

Liga para extraccion de sangre

Algodén

Alcohol 70%

Hielera

- Tips
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- Pipeteadores de 100ul, 200ul y 1000 ul.
- Tubos Eppendorf
3. Reactivos:
a. Los siguientes reactivos pertenecen al kit de ELISA de Sigma® diagnostics, Inc.
- Microplaca ELISA de poliestireno con pocillos recubiertos con antigeno
cardiolipina purificado.
- Control negativo aCL, solucion conteniendo preservante y suero humano ausente
de anticuerpos humanos anti cardiolipina.
- Control aCL IgG ELISA, solucién conteniendo preservante y suero humano
con anticuerpos anti cardiolipina.
- Calibradores aCL IgG ELISA, solucién conteniendo preservante y suero humano
con anticuerpos anti cardiolipina.
- Diluyente de Muestra ACA.
- Solucion de Lavado Concentrada ACA.
- Conjugado Peroxidasa Picante de Rabano (HRP) IgG, con anti- IgG humana de
cabra.
- Cromégeno TMB.
- Solucion de Parada HRP, Acido Sulfurico 0.344 M.
b. Reactivo para tiempos de coagulacion
- Tromboplastina calcica (Wiener® lab.)

- Cefalina (Wiener® lab.)

- CaClz (Wiener® lab.)
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C. Metodologia
1. Muestra
Las muestras de estudio fueron sueros y plasmas provenientes de un grupo
de noventa pacientes con enfermedad vascular obstructiva de la retina que asisten a
la Clinica de Retina de la Unidad Nacional de Oftalmologia. El diagndstico clinico de
todos los pacientes fue realizado por el personal médico especialista de la unidad
oftalmoldgica.

A dichos pacientes se les informé sobre el estudio realizado y al mismo tiempo se
les solicitd su participacion por medio de una hoja de consentimiento que le fue leida
por el encargado de la recoleccion de muestras. Luego se procedioé a la firma de
dicha hoja de consentimiento y a la autorizacion para la extraccidén de las muestras
de sangre (ver anexo 1).

Se procedid a encuestar al paciente por medio de una ficha de control, que sirvid
para un mejor manejo de los datos. Esta incluyé: edad del paciente, género,
ocupacion, tratamiento farmacolégico o tratamiento natural (ver anexo 2).

Se realizd la extraccion de sangre del paciente con sistema Vacutainer, la cual
fue separada en dos tubos para obtener plasma y suero, respectivamente. Un primer
tubo contenia citrato de sodio 0.130 mol/L, en proporcién de 1 volumen de citrato y 9
volumenes de sangre, el cual se mezclé con la sangre suavemente, de la que se
obtuvo el plasma para determinar la presencia de anticoagulante lupico y del
segundo tubo que no contenia ningun tipo de anticoagulante fue obtenido el suero.
Las muestras séricas fueron congeladas para su posterior determinacion de
anticuerpos anticardiolipina por el método de ELISA. Todas las muestras fueron

debidamente identificadas con el numero correlativo correspondiente a cada paciente
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Todas las muestras fueron analizadas en el laboratorio del Departamento de
Citohistologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de

San Carlos de Guatemala.

2. Deteccion de Anticoagulante Lupico (AL)
a. Tiempo de Protrombina

Se coloco el plasma de la muestra o control en bafio de maria a 37°C durante
2-3 minutos (no mas de 10 minutos).

En un tubo de hemodlisis, se agregd 0.2 ml de soluplastin reconstituido y
preincubado a 37°C durante 2-3 minutos (no mas de 10 minutos).

Se pipeted 100 ul del plasma preincubado y se agregd rapidamente al tubo
conteniendo 0.2 ml de soluplastin, disparando simultaneamente el cronémetro.

Se mantuvo el tubo dentro del bafo y cerca de una fuente de luz. Previo al
tiempo estimado de coagulacion, se sacé el tubo del bafo, inclinando suavemente
una vez por segundo y deteniendo el cronémetro en el momento de la aparicion del
coagulo.

El rango de valores obtenidos en pacientes normales oscil6 entre 10-14

segundos (28).

b. Tiempo de Tromboplastina Parcial Activado (TTPa)

Se precalenté el cloruro de calcio antes de realizar la prueba en bafo de agua a
37°C.

En un tubo de hemodlisis se colocé 100 ul del plasma y 100 ul de reactivo, se

mezclé e incub6é 3 minutos a 37°C, luego se agreg6 100 ul de cloruro de calcio
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(37°C). Se activd simultdneamente un cronometro. Agitando brevemente para
homogenizar el contenido, manteniendo en el bafo unos 25 segundos. Luego se
saco el tubo del bafo, inclinando suavemente una vez por segundo y deteniendo el
cronémetro en el momento de la formacion del coagulo.

El intervalo de valores de referencia observados en individuos normales,
empleando la técnica manual mencionada, oscilé entre 30-43 segundos. Se
consideré fuera de lo normal valores que difirieron en mas de 6 segundos. En los
casos en que las muestras se obtuvo el tiempo prolongado se prosiguio a realizar
una prueba de confirmacion; esta consistio en realizar la prueba nuevamente,
agregando al plasma en estudio un plasma que tuviera valores normales, esto en
proporcion de 1:1.

Si el tiempo continud prolongado se concluyd que es afectado por el AL y si el
tiempo es normal se llegé a la conclusion de que el suero estudiado no esta
afectado por el AL y puede deberse a otros trastornos en la cascada de la

coagulacion (28).

3. Determinacion de Anticuerpos Anticardiolipina (aCL)

Fueron usados pocillos de la microplaca conteniendo antigeno cardiolipina
altamente purificado unido en condiciones que mantienen su estado nativo. Se
afiadieron control negativo, control positivo, calibrador con una concentracion de 30
GPL (Unidades de IgG anti-fosfolipidos) y muestras convenientemente diluidas en
pocillos separados, uniéndose durante la incubacién los anticuerpos anti cardiolipina al
antigeno que los recubre. El resto de componentes no unidos se elimind mediante

lavado y se agregd conjugado anti IgG humana a cada pocillo. Un segundo paso de
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incubacién permitid que el conjugado se uniera a los anticuerpos presentes. Tras un
lavado que eliminé el conjugado sobrante, se agregd sustrato cromogénico e
incubacion, la actividad enzimatica presente en el pocillo fue proporcional a la
intensidad de color desarrollado.

Una vez que se detuvo la produccion enzimatica de producto coloreado, se
determiné la presencia o ausencia de anticuerpos contra la cardiolipina por medio de la
absorbancia de cada pocillo de la muestra a una longitud de onda de 450nm en un
plazo maximo de una hora.

Se determind el valor de corte (Cut Off) utilizando un calibrador con una
concentracion de 30 GPL. Los resultados cuyos valores oscilan entre 15 a 20 GPL, se
recomienda que se consideren indeterminados y que los resultados positivos se
asignen a las muestras de pacientes con mas de 20 GPL. Un resultado negativo indica
la ausencia de anticuerpos anti-cardiolipina o niveles inferiores al punto de corte del

ensayo (29).

4. Disefo Estadistico

La presente investigacion fue un estudio de tipo descriptivo en la cual se realizé un
muestreo por conveniencia. El numero de muestra fue de 90 pacientes que asistieron a
la Unidad Nacional de Oftalmologia en un término de 15 semanas.

El criterio de inclusion que se utiliz6 para obtener una muestra, fue que los
pacientes presentaran enfermedad vascular obstructiva de la retina (central y ramas)

diagnosticada por el oftalmélogo a cargo de la unidad.
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El analisis fue descriptivo, reportandose la media aritmética de la concentracion de
aCL, ademas estadistica descriptiva del grupo de estudio con relacion a género y tipo

de obstruccion.
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VI. RESULTADOS

Se trabajo un total de 90 muestras de sangre provenientes de pacientes que
asistieron a consulta a la Unidad Nacional de Oftalmologia. Las muestras fueron
colectadas durante un periodo de tres meses y medio. A cada paciente se le realizo
una entrevista que permiti6 a reconocer el tipo de obstruccidon que le afectaba, asi
como una revision de su ficha clinica para conocer el diagndéstico clinico realizado por
el especialista.

La edad promedio de los pacientes fue de 62 anos, comprendiendo edades desde
15 hasta 93 afos. En cuanto a la distribucion por género, se incluyeron 54 mujeres
(60%) y 36 hombres (40%). El promedio de edades para mujeres fue de 54 afios (15 -

93 afios), y de 51 afios (19 -83 afos) para hombres.

Gréfica 1: Relacién de mujeres y hombres incluidos en el estudio expresada
en porcentaje (n =90).

PROPORCION DE HOMBRES Y
MUJERES

OHombres
B Mujeres

* Fuente: Datos experimentales
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Respecto al tipo de obstruccion retiniana se encontré que 64% de los pacientes
padecia una obstruccion vascular centra (OVCR), 32% tenia obstruccion de la rama

venosa (ORV) y la menos frecuente la obstruccion de la arteria central (OAC) en 4%

de los pacientes.

GRAFICA 2: Obstrucciones encontradas en la poblacion de estudio expresados en
porcentaje (n = 90).

OBSTRUCCIONES EXPRESADA EN

PORCENTAJE
4%
32% @ OVCR
m ORV
64% 0O OAC

* Fuente: Datos experimentales

OVCR: Obstruccioén vascular central de la retina.
ORV: Obstruccion de la rama venosa.
OAC: Obstruccion de la arteria central.

En las mujeres los tipos de obstrucciéon fueron: OVCR 66%, ORV 27% y OAC

el 7%, encontrandose diferencia con el género masculino en donde la OVCR ocurri6 en
72% y ORV en 28% (Gréafica 3).
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GRAFICA No. 3: Obstrucciones encontradas en mujeres (expresadas en porcentaje)

OBSTRUCCIONES ENCONTRADAS EN
MUJERES
7%
279 O OVCR
m ORV
66% O OAC
* Fuente: Datos experimentales
GRAFICA No. 4: Obstrucciones encontradas en hombres
OBSTRUCCIONES ENCONTRADAS EN
HOMBRES
28% 0%
O OVCR
m ORV
O OAC

* Fuente: Datos experimentales.

De los pacientes que se incluyeron en la investigacion, dos de ellos presentaron los
tiempos de coagulacién prolongados; la primera fue una paciente femenina de 15 afios
de edad con diagndstico de OAC e internada en dicho centro asistencial, bajo
tratamiento con warfarina de 5 mg cada 24 horas. El segundo fue un paciente

ambulatorio, masculino de 80 afios de edad, con diagndstico de OVCR, sin ningun tipo
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de tratamiento farmacolégico o natural en el momento de la toma de muestra. En
ambos pacientes se procedid a la determinacion de la actividad de anticoagulante
lupico mezclando 50 uL de plasma del paciente con 50 uL de plasma normal, la cual
resultd negativa. Esto se concluyé porque al realizar esta mezcla los tiempos de
coagulacion se corrigieron, por lo que se descarté la actividad de anticoagulante Iupico
en ambos pacientes.

Ningun caso produjo un resultado positivo a los anticuerpos anticardiolipina 1gG ya

que todos tuvieron una concentracion menor a la del valor de corte (Tabla No.1).
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Tabla No. 1: Resultado de los tiempos de coagulacién del género femenino

No. TP * INR % TTPa* TP ** INR % TTPa **
1 15 1.30 65 45
2 13 1.14 80 30
3 14 1.24 70 36
4 25 2.19 32 56 13 1.14 80 39
5 14 1.24 70 33
6 11 0.95 110 25
7 13 1.14 80 30
8 14 1.24 70 32
9 14 1.24 70 36
10 12 1.03 95 34
11 12 1.03 95 30
12 1" 0.95 110 29
13 12 1.03 95 44
14 14 1.24 70 45
15 12 1.03 95 31
16 11 0.95 110 35
17 14 1.24 70 33
18 12 1.03 95 29
19 11 0.95 110 30
20 15 1.30 65 44
21 13 1.14 80 40
22 1" 0.95 110 37
23 11 0.95 110 35

24 13 1.14 80 35

25 11 0.95 110 34
26 13 1.14 80 35
27 12 1.03 95 39
28 1" 0.95 110 35
29 1" 0.95 110 40
30 12 1.03 95 35
31 10 0.90 120 32
32 11 0.95 110 32
33 12 0.90 120 31
34 11 0.95 110 32
35 10 0.90 120 31
36 12 1.03 95 45
37 1" 0.95 110 42
38 12 1.03 95 40
39 11 0.95 110 35

40 14 1.24 70 45

41 12 1.03 95 30

42 13 1.14 80 45

43 1" 0.95 110 40

44 10 0.90 120 32

45 1" 0.95 110 32

46 10 0.90 120 32

47 12 1.03 95 31

48 14 1.24 70 44

49 12 1.03 95 31
50 13 1.14 80 30
51 12 1.03 95 29
52 12 1.03 95 38
53 15 1.30 65 42
54 14 1.24 70 40

Fuente: Datos experimentales



Tabla No. 2: Resultados de los tiempos de coagulacion del genero masculino

No. TP * INR % TTPaseg TP seg INR % TTPa
1 16 1.37 60 35
2 15 1.30 65 34
3 13 1.14 80 35
4 12 1.03 95 29
5 12 1.03 95 30
6 11 0.95 110 30
7 12 1.03 95 40
8 13 1.14 80 30
9 11 0.95 110 31
10 12 1.03 95 35
11 13 1.14 80 40
12 12 1.03 95 30
13 13 1.14 80 43
14 12 1.03 95 38
15 11 0.95 110 44
16 13 1.14 80 36
17 14 1.24 70 45
18 22 1.91 38 55 12 1.03 95 36
19 11 0.95 110 44
20 11 0.95 110 40
21 14 1.24 70 44
22 11 0.95 110 32
23 11 0.95 110 44
24 11 0.95 110 39
25 14 1.24 70 40
26 14 1.24 70 38
27 13 1.14 80 37
28 13 1.14 80 43
29 10 0.90 120 34
30 12 1.03 95 31
31 14 1.24 70 44
32 11 0.95 110 32
33 11 0.95 110 32
34 10 0.90 120 32
35 11 0.95 110 32
36 14 1.24 70 44

Fuente: Datos experimentales

TP: Tiempo de protrombina
TTPa: Tiempo de tromboplastina parcial activado
INR: Radio Internacional Normalizada



Tabla No. 3: Resultados de anticuerpos anticardiolipina IgG por género

No. IgG GPL Femenino  1gG GPL Maculino
1 2.70 7.00
2 2.60 3.60
3 1.10 3.80
4 3.90 3.50
5 6.90 4.50
6 3.40 4.35
7 3.75 3.45
8 3.15 1.80
9 4.35 3.40
10 3.80 2.60
11 3.45 1.10
12 3.30 7.30
13 7.10 3.50
14 4.20 3.45
15 3.15 6.50
16 3.90 3.90
17 3.50 3.50
18 3.60 4.00
19 3.40 3.40
20 3.45 3.40
21 3.15 3.90
22 3.50 3.75
23 3.00 3.60
24 6.20 3.45
25 5.00 7.40
26 2.85 6.40
27 4.20 3.40
28 5.85 3.40
29 3.15 3.75
30 3.50 3.15
31 6.90 4.35
32 3.15 3.80
33 3.15 3.45
34 4.35 3.30
35 4.40 7.10
36 3.20 4.30
37 4.05

38 6.90

39 3.60

40 5.60

41 3.20

42 3.75

43 3.30

44 3.90

45 5.85

46 0.90

47 7.35

48 4.35

49 3.40

50 1.90

51 3.45

52 4.25

53 2.25

54 3.10

Fuente: Datos experimentales

Media Femenino: 3.90 GPL
Media Maculino: 4.10 GPL



35

VI. DISCUSION DE RESULTADOS

El Sindrome Antifosfolipidico (SAF) es un desorden caracterizado por un estado de
hipercoagulabilidad, que favorece las trombosis ya sea venosa, arterial 0 ambas,
pérdidas fetales recurrentes, descenso de plaquetas, cambios neurolégicos
inespecificos y la presencia en el suero de anticuerpos dirigidos contra fosfolipidos,
que son determinadas por las pruebas de laboratorio de Anticuerpos Anticardiolipina

(aCL) y la deteccion de anticoagulante lupico (AL) (1-4).

Debido a que algunos pacientes con Anticuerpos Antifosfolipidos (AAF) presentan
factores de riesgo tales como trombosis venosa o arterial, en el estudio se incluyeron
pacientes que presentaban la enfermedad vascular obstructiva de la retina que asisten

en la Unidad Nacional de Oftalmologia.

Sin embargo, se determind que los pacientes de dicha muestra no se ven afectados
por los AAF, porque los resultados obtenidos en el estudio no fueron positivos a
anticuerpos anticardiolipina ni a anticoagulante lupico. Tampoco, fue posible establecer

ningun tipo de relacién especifica entre la edad, género, obstruccion y los AAF.

De los 90 pacientes incluidos en el estudio, dos presentaron los tiempos de
coagulacion prolongados, los cuales se corrigieron al agregar al plasma del paciente,
plasma normal (sin deficiencia de factores de coagulacion), por lo que se descarta la

presencia de anticoagulante Iupico.
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Esta prolongacién en los tiempos de coagulacion puede ser debida al tratamiento de
warfarina en el caso de la paciente femenina de 15 anos de edad con diagndstico de
OAC e internada en dicho centro asistencial; y en el paciente masculino, con
diagnostico de OVCR, pudo deberse a otros tipos de problemas ya que no tenia ningun
tipo de tratamiento farmacolégico o natural en el momento de la toma de muestra que

explicaran esta alteracion.

Las pruebas complementarias recomendadas en estos pacientes son de aCL IgM e
IgA, para poder determinar varios tipos de inmunoglobulinas, pero los anticuerpos anti-
cardiolipina IgG son mas especificos, y la prueba del tiempo del veneno de vibora de
Russell diluido en los dos pacientes que tuvieron pruebas de coagulacion prolongadas,
ya que es una prueba confirmatoria del anticoagulante lupico y no aumenta en el caso
de deficiencias de los factores VI, IX, XI, Xll, y VII. Sin embargo esto no fue necesario

por la correccion de las pruebas, observada al usar plasma normal (32).

Los resultados obtenidos en este estudio, sugiere que los pacientes con
obstrucciones de retina en nuestro pais pueden no estar relacionados con el SAF. Sin
embargo, el numero de pacientes incluidos en este estudio no es suficiente para
descartar que dicha poblacién no esté propensa a presentar AAF, por lo que es
necesario realizar nuevos estudios con un mayor numero de pacientes para establecer

la prevalencia de AAF.
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VIIl. CONCLUSIONES

No se detectd ningun caso de AAF en los pacientes con obstruccidn de retina que

asisten a consulta de la Unidad Nacional de Oftalmologia incluidos en este estudio.

La obstruccion vascular central de la retina fue el tipo de obstruccion mas frecuente

en las muestras estudiadas con el 64%.

La obstruccién arterial fue la menos frecuente en los casos del estudio con el 4%.

Dos de los noventa pacientes incluidos en el estudio presentaron tiempos de

coagulacion alterados, no asociados con aCL.

. Se obtuvieron los primeros datos acerca de la relacion del SAF y la enfermedad
vascular obstructiva de la retina para futuras investigaciones en el campo de la

inmunologia y de la oftalmologia en nuestro pais.
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IX. RECOMENDACIONES

1. Realizar estudios posteriores incluyendo un numero mayor de pacientes con
obstrucciones de retina para lograr detectar casos de Anticuerpos Antifosfolipidos y

determinar la prevalencia en dicha poblacién.

2. Utilizar la prueba del tiempo del veneno de vibora de Russell diluido para confirmar
la positividad de la actividad de anticoagulante lupico en pacientes que tengan
tiempos de coagulacién prolongado, ya que no aumenta en el caso de deficiencias

de los factores VIII, IX, XI, XIl, y VII.
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Anexo 1

HOJA DE CONSENTIMIENTO

Fecha: / /

Estimado paciente:

Por este medio reciba un cordial saludo, por parte del personal del la Unidad Nacional
de Oftalmologia. Al mismo tiempo se le informa que en dicha unidad se esta realizando
una investigacion acerca de la Enfermedad Vascular Obstructiva de la Retina esto con la
ayuda de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos
de Guatemala; para la cual se le pide la colaboracion del paciente con sospecha clinica de
esta enfermedad, para extraer muestras de sangre.

Si usted esta de acuerdo en colaborar con dicho estudio y autoriza para que le sea
tomado dichas muestras, no queda mas que darle los mas sinceras agradecimientos por

su grata colaboracion.

Att.
UNIDAD NACIONAL DE OFTALMOLOGIA.

Nombre:

Firma:




Anexo 2

FICHA DE CONTROL

Fecha: /
Apellidos Nombre
Registro
1. Edad anos
2.Genero: M T F 1

3. Ocupacion

4. Paciente Externo

Paciente Interno

5. Diagnostico Clinico

6. Tratamiento

INFORMACION DE LABORATORIO CLINICO

7. No. De Muestra

8. Resultado:

Anticuerpos Anticardiolipina

Anticoagulante Lupico
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