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Resumen La trombocitopenia inducida por heparina (HIT) es un efecto adverso del tratamiento con heparina,
mediada por anticuerpos anti complejo factor plaquetario 4 (PF4)-heparina (HPIA). La HIT es frecuen-
temente moderada pero pueden desarrollarse complicaciones trombéticas. El diagndstico precoz es importante.
La deteccion de HPIA por ELISA tiene alta sensibilidad pero baja especificidad (titulos bajos sin significacion
clinica). El indice de las 4T (indice 4T) puede detectar pacientes con alto riesgo de HIT. El propésito del estu-
dio fue correlacionar los niveles de HPIA y el indice 4T de un grupo de pacientes derivados a nuestro centro.
Evaluamos 84 pacientes, 34 de ellos desarrollaron trombosis. Cada médico completé un cuestionario clinico que
fue remitido con la muestra a nuestro centro. Los cuestionarios fueron analizados por un investigador externo
y el indice 4T se calculé previamente al ensayo. Los HPIA se determinaron por un ELISA (Asserachrom HPIA)
que detecta los 3 isotipos, IgG, IgM e IgA, Unico reactivo disponible en Argentina. Los resultados se expresaron
como porcentaje de absorbancia (%ABS). La correlacion del indice 4T con los HPIA fue 0.472 (rho spearman,
p < 0.001). Los pacientes con indice 4T = 6 presentaban %ABS mayores que los < 5 (67 vs. 39, p < 0.001).
Aquéllos con trombosis presentaron titulos mayores que los que no la desarrollaron (%ABS 59 vs. 39, p =
0.017). En conclusion: Los titulos altos de HPIA medidos por ELISA, que detecta los 3 isotipos, correlacionaron
claramente con el indice 4T = 6 y fueron mas frecuentes en los pacientes con trombosis, coincidiendo con lo
ya descripto para ensayos de ELISA especificos para isotipo IgG.
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Abstract Levels of antiplatelet factor 4-heparin antibodies and 4T score for heparin induced thromboci-
topenia. Heparin induced thrombocytopenia (HIT) is an immune-mediated disorder due to antibo-
dies anti platelet factor 4-heparin (HPIA). Thrombocytopenia is often moderate but certain patients can develop
morbid thrombotic complications. HPIA detection by ELISA has high sensitivity but low specificity, and low titers
(without clinical significance) are frequent. A pretest clinical score (4T’s) was developed in order to recognize
patients that are at high risk of HIT. The aim of this study was to correlate HPIA levels and the 4T’s score of
consecutive patients derived to our center. We evaluated 84 patients (35 of them developed thrombosis); the
clinical questionnaire was sent along with the sample and was analyzed by an investigator who did not know
the patients” characteristics, and 4T’s scores were calculated before performing the laboratory tests. HPIA were
measured by ELISA (Asserachrom HPIA) that detects IgG, IgM and IgA isotypes, (the only reagent available in
our country). 4T s score correlated with HPIA levels (rho spearman 0.472, p < 0.001). Patients with 4T’s = 6 had
higher absorbance percentages than those with < 5 (67 vs. 39%, p < 0.001), and patients with thrombosis also
presented higher titers (59 vs. 39%, p = 0.017) than those who did not develop this complication. In conclusion,
high titers of HPIA measured by EIA which detects the 3 isotypes, clearly correlate with 4T’s score > 6 and are
more frequent in patients who develop thrombosis, just as reported when an IgG specific ELISA is used..

Key words: heparin induced thrombocytopenia, anti platelet factor 4-heparin antibodies, thrombosis

La trombocitopenia inducida por heparina (HIT) es
una entidad clinica de origen inmunolégico debida al
desarrollo de anticuerpos dirigidos contra los complejos
macromoleculares formados por el factor plaquetario 4
(PF4)-heparina (HPIA)'.

Recibido: 14-1X-2011 Aceptado: 6-XI1-2011
Direccion postal: Dra. Marta Martinuzzo, Av Independencia 2113 1°B,
1225, Buenos Aires, Argentina

Fax: (54-11) 4378-1349 e-mail: memartinuzzo @gmail.com

El desarrollo de los anticuerpos es dependiente del
tamafo de los complejos macromoleculares producidos
a ciertas relaciones molares entre el PF4 y la heparina
por neutralizacién de cargas?. Este efecto adverso de la
heparina se asocia, en ciertos pacientes, a trombocitope-
nia moderada en general y complicaciones trombdticas
moérbidas. Una serie de factores tales como la droga
(tipo de heparina), tipo de cirugia, trauma, tiempo desde
la primera dosis de la droga, el indice de masa corporal,
la estequiometria del complejo formado, el sexo y situa-
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ciones fisiolégicas como el embarazo han sido postuladas
como responsables, no solo de la inmunogenicidad sino
también del desarrollo de trombocitopenia y trombosis®®.

Por otra parte, existen pruebas inmunoldgicas para
la deteccion de HPIA que son muy sensibles pero poco
especificas para los anticuerpos patogénicos de la HIT.
La tasa de seroconversion puede ser elevada, pero los
titulos bajos sin manifestaciones clinicas de relevancia
suelen ser frecuentes, y sin significacion diagndstica. Mas
aun, los ensayos funcionales estan poco disponibles, y
su utilidad diagndstica es variable, ya que la liberacion
de serotonina es sensible y especifica pero engorrosa y
no aplicable a la clinica practica, y la agregacion plaque-
taria inducida por heparina tiene baja sensibilidad. Todo
esto dificulta la decision de suspender la terapia con
heparinay el reemplazo por terapéuticas anticoagulantes
alternativas. Por esto, se ha desarrollado y evaluado un
indice clinico pretest de las 4T (indice 4T)”®. Los titulos
altos (absorbancia > 1.0) de anticuerpos de isotipo I1gG
detectados en un ELISA especifico estarian claramente
asociados a anticuerpos capaces de activar las plaquetas
en ensayos funcionales y con clinica de HIT en pacientes
con elevados score 4T%'"'. El propdsito del presente es-
tudio fue correlacionar los niveles de HPIA medidos por
un ELISA que detecta los 3 isotipos IgG, IgM e IgA, tnico
disponible en nuestro pais, y el indice 4T en un grupo de
pacientes consecutivos derivados a nuestro centro para
el diagndstico de HIT.
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Materiales y métodos

Evaluamos 93 pacientes consecutivos (43 mujeres), mediana
de edad 56, rango 32-78 afos, cuyas muestras fueron deriva-
das a nuestro laboratorio entre enero de 2006 y diciembre de
2010 para investigar la presencia de HPIA, dado que somos el
Unico centro en el pais que trabaja en este campo y que mide
estos anticuerpos. Se envi6 un cuestionario para ser comple-
tado por el médico tratante para obtener los datos clinicos
necesarios para el célculo del indice 4T segun lo establecido
en la Tabla 1. EI mismo fue calculado por un investigador que
no conocia las caracteristicas de los pacientes, previamente
a la determinacion de los anticuerpos. Se excluyeron 9 pa-
cientes del analisis porque el cuestionario estaba incompleto.
Cincuenta y dos de los 84 pacientes finalmente incluidos
(62%) habian recibido heparina no fraccionada (HNF) y 32
heparina de bajo peso molecular (HBPM) a dosis profilacticas
debido a cirugia reciente. Los sueros fueron congelados a -20
°C hasta su procesamiento. Los HPIA fueron medidos por
un ELISA (Asserachrom HPIA, Diagnostica Stago, Francia)
que detecta los 3 isotipos (IgG, IgM e IgA). Los resultados
fueron expresados en porcentaje de absorbancia (%ABS)
de un plasma de referencia incluido en el equipo. Con cada
experiencia se procesaron un control negativo y uno positivo
provistos por el fabricante. Se realizé un analisis cualitativo
de los resultados dividiendo la poblacién en quartilos.

- Negativo: < 27% (indicado por el fabricante), Abs < 0.400

- Positivo débil: 27-50%, Abs 0.400-0.750

- Positivo moderado: 50-80%, Abs 0.750-1.000

- Positivo fuerte: > 80%, Abs > 1.000

Ademas, en 49 muestras se realizé la prueba funcional de
agregacion plaquetaria inducida por heparina enfrentando el
suero inactivado del paciente con plasma rico en plaquetas de
por lo menos 3 donantes sanos, empleando dosis terapéuticas
de HNF (0.5 U/ml).

TABLA 1.— Indice de las 4T para trombocitopenia inducida por heparina (HIT)

4 T's

Puntaje adjudicado para calculo del indice

Aspectos evaluados 2 puntos

1 punto 0 punto

Trombocitopenia
tario > 20000/ml

Caida > 50% y nadir plaque-

Caida entre el 30-50% o
nadir plaquetario entre 10-
20000/ml

Caida <30% o nadir
plaguetario < 10000/ml

Caida en < 4 dias sin

Tiempo de disminucién de
recuento plaquetario

Trombosis u otras secuelas

Otras causas de
trombocitopenia

Disminucién entre dia 5-10, o
< 1 dia si hubo exposicién a
la heparina los 30 dias previos

Nueva trombosis confirmada,
Necrosis de piel, reaccién
aguda sistémica post HNF
endovenosa (bolo)

No aparente

Compatible con dia 5-10
pero no claro (por ej. faltan
recuentos intermedios), o
después del dia 10, o caida
< 1 dia si hubo exposicién
entre 30 y 100 dias previos

Progresiva o recurrente.
Reacciones de piel no
necrotizantes (eritematosas),
trombosis sospechada no
probada.

Posible

exposicion reciente a la
heparina

No

Definitiva
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Estadistica: Para la correlacion entre el indice 4T y los
niveles de HPIS se utilizé la correlacion no paramétrica de
Spearman. Para la comparacion de los niveles de HPIA se-
gun 2 niveles de indice 4T o segun la historia de trombosis
se utilizé el test de Student para muestras independientes.
Para comparar la prevalencia de positivos fuertes en distintos
subgrupos de pacientes, se utilizo el test de chi cuadrado.
Los célculos estadisticos se realizaron por el programa SPSS
version 15.0.

Resultados

Los niveles de HPIA expresados como %ABS correlacio-
naron significativamente con el indice 4T (Fig. 1), siendo
el coeficiente de correlacion de Spearman rho: 0.472,
p < 0.001. La media de %ABS fue mas elevada en los
pacientes con indice 4T = 6 (67%) que en los pacientes
con indice 4T <5 (39%), p < 0.001. Mas aun, la media
del %ABS fue superior en los pacientes que desarrollaron
un nuevo episodio trombdtico o extendieron la trombosis
previa (59%), que en aquellos que no tuvieron trombosis
(39%), p = 0.017. El andlisis cualitativo demostré que la
prevalencia de los titulos moderados o altos de HPIA se
presentaron en el 86% de los pacientes con indice 4T
= 7, en > 60% con indice 4T =6y < 10% con indice 4T
< 4 (Fig. 2). La prevalencia de altos titulos de HPIA se
asocié claramente con trombosis, 58% vs. 26% de los
pacientes con y sin trombosis, respectivamente, OR 3.28
(1.26-8.59). El valor predictivo negativo de un indice 4T

HPIA (% ABS)

0=

indice 4T

Fig. 1.— Resultados del ensayo de ELISA HPIA poliespecifico
(expresado en %ABS) en un grafico de cajas en el que se
expresan los percentilos 25 y 75 como limites de la caja,
la mediana con una linea horizontal, y el rango como linea
vertical. Representan los valores obtenidos clasificados de
acuerdo a cada uno de los valores del indice 4T obtenido.

HPIA expresion
504 cualitativa
i
8 ngﬁi\%odébil
@ positivo moderado
M positivo fuerte
404
3 65%
& 30
o
©
| -5
3
T
o 20 J
£
3 37%
=z 0
10 |
50% % 49%
0 E
<3 4-5 6 7+8
indice 4T

Fig. 2.— Distribuciéon de positividad de los anticuerpos anti
complejo factor plaquetario 4 (PF4)-heparina (HPIA) ex-
presados cualitativamente (clasificacion por quartilos como
se definié en materiales y métodos), en los pacientes con
diferentes indices 4T, bajos, intermedios y altos

< 4 fue del 90% cuando se utilizé este ensayo de ELISA.
De los 49 pacientes en los que se realizé la prueba de
agregacion plaquetaria inducida por heparina, 14 dieron
positiva la prueba, la media del %ABS de los que dieron
la prueba funcional positiva fue superior a la de los que
eran negativos, 88 vs. 37%, p < 0.001. La prueba de
agregacion plaquetaria con heparina positiva se asocioé
a un indice 4T = 6, OR 20.5 (3.62-114).

Nueve pacientes tenian otra causa de trombocitopenia,
47 tenian una causa probable y 28 no tenian ninguna ex-
plicacién para el desarrollo de trombocitopenia. No hubo
diferencias en el %ABS entre los 3 grupos de pacientes.
Hubo 15 pacientes con enfermedades autoinmunes, de
los cuales sélo 7 tenian sindrome antifosfolipido, enfer-
medad que es conocida por una mayor prevalencia de
estos anticuerpos.

Discusion

La HIT es una trombocitopenia inducida por drogas, de
origen inmunoldgico, que complica el tratamiento con
heparina. La trombocitopenia se presenta en general
entre los dias 4 y 10 de tratamiento, seguida en algunos
pacientes por complicaciones trombdéticas fundamental-
mente en territorio venoso. Se produce por anticuerpos
dirigidos contra el complejo PF4-heparina que al formar
el complejo inmune activan las plaquetas a través de su
union al receptor Fcy-lla, y que también son capaces de
activar monocitos y neutrdfilos® 2. Los HPIA unen comple-
jos PF4-heparina con determinado tamano y estabilidad
que dependen en parte del tipo de heparina, siendo la
inmunogenicidad HNF > HBPM >fondaparinux'?.
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El diagndstico de laboratorio de HIT debe ser rapido y
especifico para los anticuerpos patogénicos, porque es
indispensable la rapida suspensién de la heparinay la ins-
tauracion de otro tratamiento anticoagulante, usualmente
mas complicado y costoso, porque estos pacientes tienen
alto riesgo trombdtico pero tienen contraindicados los di-
cumarinicos, que pueden producir gangrena de miembros
inferiores™®. Esto es aun mas importante en paises como
el nuestro en el que no habia otras alternativas hasta
que hace poco tiempo la bivalidurina y el fondaparinux
se introdujeron en el mercado.

Esta claramente establecido que el isotipo IgG es el mas
relevante por tener capacidad de activar plaquetas, y que
solo los titulos altos ABS > 1.000 o 1.500 son los clinica-
mente relevantes en pacientes con alto score 4T°'". Esto
fue establecido para dos ELISAs comerciales en los que,
colocando el punto de corte en ABS > 1.000 en lugar del
recomendado por el fabricante (ABS 0.300-0.400) mejo-
raba la especificidad del ensayo. No obstante, este tipo
de punto de corte no ha sido establecido para ensayos
que miden los 3 isotipos en forma conjunta como el que
utilizamos en nuestro estudio. Por ello nosotros tratamos
de establecer un rango de positividad dividiendo los resul-
tados en quartilos y observamos que los %ABS del 3ery
4to quartilo (ABS 0.750-1.000 y > 1.000, positivo moderado
y fuerte, respectivamente) son los que se asocian a indice
4T més altos, de alta probabilidad al desarrollo de trombosis
y a la positividad de la prueba de agregacion plaquetaria
inducida por heparina. No obstante, la técnica de agrega-
cion tiene una baja sensibilidad (aproximadamente 75%
en nuestra experiencia personal, datos no mostrados), y
es engorrosa ya que requiere de un agregémetro y de la
obtencién de 3 donantes sanos de plaquetas cada vez.

Recientemente, se ha determinado que la inhibicion

de la unioén de los anticuerpos en los ensayos de ELISA,
tanto el que usa complejos PF4-heparina como el que usa
PF4-polianién como antigeno, por altas concentraciones
de HNF (100UI) es una buena herramienta como prueba
confirmatoria que mejora la especificidad del ensayo'' 4.
No pudimos realizar este tipo de procedimiento confirma-
torio en nuestro ensayo.
Nuestro estudio demuestra claramente que los titulos altos
obtenidos con el ELISA poliespecifico, que corresponde
a %ABS > 80% y ABS > 1.000, estan asociados a pa-
cientes con alto riesgo de HIT (score 4T = 6) y alos que
desarrollan complicaciones trombdticas. Estas observa-
ciones han sido de utilidad para la toma de decisiones en
nuestros pacientes y creemos que puede ser de utilidad
para centros de paises en vias de desarrollo en los que
los ELISAs IgG especificos no estén disponibles.
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