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PARTE 6 	 Investigación de laboratorio de hemofilia
	 Annette Bowyer

TEMAS TRATADOS
	✓ Realización de ensayos factoriales en analiza-

dores para los que el software utiliza una sola 
dilución

	✓ Anticuerpos biespecíficos

	✓ Monitorización de infusión post-FVIII y FIX
	✓ Terapia génica
	✓ Aspectos de laboratorio para el tratamiento de 

la terapia de reequilibrio hemostático

Ensayo de factores VIII y IX: métodos cromogénicos y de una etapa: El diagnóstico de laboratorio 
de hemofilia A o B se realiza mediante la medición de la actividad del factor (Srivastava et al, 2020). La 
metodología más utilizada es el ensayo de coagulación en una etapa basado en el TTPA. En esta sección 
se describe el ensayo de una etapa para la actividad del FVIII. El ensayo se basa en una comparación de 
la capacidad de las diluciones de plasmas patrón y de prueba para corregir el TTPA de un plasma que 
se sabe que es totalmente deficiente en FVIII pero que contiene todos los demás factores necesarios 
para la coagulación normal. Para los factores IX, XI y XII, el ensayo es esencialmente el mismo y se realiza 
sustituyendo el plasma deficiente relevante por plasma deficiente en FVIIl, y después de seleccionar el 
plasma de referencia apropiado (Baker et al, 2020). No se puede realizar un ensayo FVIII o FIX en una 
etapa en presencia de anticuerpos biespecíficos como el emicizumab (Jenkins et al, 2020).

Reactivos:

	✓ Plasma de prueba citrato pobre en plaquetas
	✓ Plasma patrón (referencia/calibrador)

El plasma estándar (de referencia) utilizado debe ser un grupo de plasma preparado localmente que se 
mantenga a -70 °C o menos, o un plasma estándar comercial. En cualquier caso, este plasma de referencia 
debe calibrarse para el ensayo de coagulación según el estándar internacional actual para FVIII o FIX en 
plasma. No es aceptable suponer que un plasma normal combinado tiene 100 UI/dl.

	✓ Plasma de control de calidad interno (CLSI, 2016)
	✓ Plasma deficiente en FVIII

Está disponible comercialmente o se puede recolectar de un donante de hemofilia bajo las siguientes 
condiciones:

	✓ El nivel es inferior a 1 Ul/dl
	✓ Sin antecedentes de anticuerpos contra el FVIII
	✓ No recibió tratamiento durante dos semanas, incluida la vida media extendida o la terapia con 
anticuerpos biespecíficos
	✓ Pruebas de función hepática normales

La función hepática anormal podría ocasionar una reducción de otros factores de coagulación, que afectan 
la especificidad del ensayo. Este plasma puede almacenarse en alícuotas a -20 °C o menos durante 
aproximadamente 1 mes (Woodhams et al, 2001; Zhao et al, 2018). Es preferible utilizar plasma defici-
ente en FVIIl/FIX producido por inmunodepleción del FVIII o FIX a partir de plasma normal utilizando un 
anticuerpo monoclonal. Este tipo de material está disponible comercialmente y tiene la ventaja de una 



Diagnóstico de hemofilia y otrostrastornos hemorrágicos: Un manual de laboratorio 50

mayor seguridad viral en comparación con el plasma procedente de pacientes con hemofilia que han 
sido tratados con productos derivados del plasma. Sin embargo, no todos los plasmas inmunodepletados 
tienen <1 UI/dl, y se debe tener cuidado de comprobarlo antes de su uso. Algunos expertos opinan que la 
presencia de concentraciones normales de FVW en plasma deficiente en FVIII/FIX puede ser una ventaja, 
y hay pruebas que lo respaldan en relación con los ensayos realizados como parte de las determinaciones 
de inhibidores (Verbruggen et al, 2001).

	✓ Reactivo TTPA sensible a las deficiencias de factores (CLSI, 2016)
	✓ Solución salina tamponada de Owren (OBS o solución amortiguadora de glioxalina; ver sesión 
de reactivos) 
	✓ CaCI2 25 mM de (nótese que el CaCI2 de Werfen suministrado con SynthASil es de 20 mM)

Método:

	✓ Realice 1/10 diluciones de estándar, control de calidad y plasma de prueba en solución salina 
tamponada en tubos de plástico. (Si se espera que el plasma de prueba tenga un nivel muy bajo 
de FVIII, comience con una dilución de 1/5).
	✓ Utilizando volúmenes de 0,2 ml, realice diluciones duplicadas en OBS de estándar, control de 
calidad y plasma de prueba de 1/10 a 1/40 en tubos de plástico. (Mezcle bien cada dilución 
antes de pasar al siguiente tubo). Las diluciones plasmáticas deben analizarse inmediatamente 
después de la preparación. Si la temperatura ambiente supera los 25 °C, puede ser necesario 
mantener las diluciones en hielo húmedo antes de la prueba.
	✓ Pipetear 0,1 ml de cada dilución patrón en un tubo de vidrio de 75 x 10 mm.
	✓ Añadir 0,1 ml de plasma con deficiencia de FVIII y transferir a un baño maría a 37°C.
	✓ Añadir 0,1 ml de reactivo TTPA e incubar durante 5 minutos.
	✓ A los 5 minutos, añadir 0,1 ml de CaCI2 y registrar el tiempo de coagulación.
	✓ También se debe establecer un “blanco” utilizando 0,1 ml de OBS en lugar de plasma de prueba.

El tiempo de coagulación del blanco debe ser más largo que el tiempo de actividad FVIII del 1% del 
estándar del gráfico de calibración. Si el tiempo es más corto, esto indica que el plasma de sustrato no 
es totalmente deficiente en FVIII y, por lo tanto, no es un plasma de sustrato adecuado

Resultados: El trazado de los resultados requiere papel cuadriculado de doble escala logarítmica o log-
arítmica/lineal. A la dilución 1/10 se le asigna arbitrariamente un valor del 100%, a la dilución 1/20 un 
valor del 50% y a la dilución 1/40 un valor del 25%. Si se utiliza, la dilución 1/5 tiene un valor del 200%. 
Se deben obtener líneas rectas, paralelas entre sí. Lea la concentración de la muestra de prueba como se 
muestra en la Figura 7. En este ejemplo, la concentración de FVIII en la muestra de prueba es el 7% de 
la del patrón. Si el patrón tiene una concentración de FVIII de 85 UI/dl, la muestra de ensayo tiene una 
concentración de 85 UI/dl x 7% = 6 UI/dl. Si las líneas no son paralelas, se debe repetir el ensayo. Pueden 
producirse líneas no paralelas debido a errores técnicos. Si se ha eliminado el error técnico, puede deberse 
a la presencia de un inhibidor, que puede actuar específicamente contra el FVIII o puede ser del “tipo 
lupus”, mostrando un patrón convergente. Las líneas divergentes son típicas de una muestra activada o 
de la presencia de un ACOD (Baker et al, 2020).

Notas: Si la concentración de FVIII (o FIX) en plasma de prueba es cercana a cero (es decir, los tiempos 
de coagulación de todas las diluciones son como el blanco), pueden producirse líneas no paralelas. La 
presencia de anticoagulante lúpico puede interferir con los fosfolípidos en los reactivos TTPA y producir 
ensayos de factores no paralelos (Ruinemans-Koerts et al, 2001). El rango normal debe establecerse 
localmente, pero a menudo tiene un límite inferior de 50 a 65 UI/dl tanto para FVIII como para FIX. El 
seguimiento preciso de algunos productos de vida media extendida mediante un ensayo de una etapa 
puede verse afectado por el reactivo TTPA utilizado (Gray et al, 2020). Véase la Parte 6 sobre vida media 
extendida. Los ensayos de FVIII o FIX de una etapa no se pueden realizar en presencia de anticuerpos 
biespecíficos como el emicizumab. Estos medicamentos acortan artificialmente el TTPA. Un corto tiempo 
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de coagulación en un ensayo de una etapa corresponde a una alta actividad factorial (Jenkins et al, 2020; 
Bowyer et al, 2020; Bowyer et al, 2023). Véase la Parte 6 sobre anticuerpos biespecíficos. Se ha descrito 
una discrepancia cromogénica en una etapa del FVIII en la hemofilia A leve en algunas áreas geográficas 
y raramente en la hemofilia B leve (Pouplard et al, 2009). Si es posible, un nuevo diagnóstico de hemofilia 
leve debe tener FVIILC o FIX:C también medido por ensayo cromogénico (Bowyer et al, 2018). Los ensayos 
de FVIII en una etapa se pueden utilizar para medir la terapia con FVIII porcino recombinante (Bowyer et 
al, 2022). Existe una mutación en FIX, FIX Padua (p.R338L), que se ha reportado que tiene una actividad 
de FIX ocho veces mayor que el antígeno (Simioni et al, 2009).

Figura 7. Gráfico del ensayo del FVIII

Las muestras de ensayo deben analizarse utilizando tres diluciones de muestra diferentes, como se ha 
descrito anteriormente. Esta es una recomendación constante en las Guías nacionales e internacionales 
publicadas, incluidas las de la FMH. Mejora tanto la exactitud como la precisión del ensayo en compara-
ción con el uso de una sola dilución de muestra de prueba. Los ensayos factoriales a veces se realizan en 
analizadores con software diseñado para probar solo una dilución de muestra de prueba. En la siguiente 
sección se describe un método que se puede utilizar para incluir tres diluciones de muestras de prueba 
en dichos analizadores.

Realización de ensayos factoriales en analizadores para los que el software utiliza una sola dilución 
de la muestra de prueba: La FMH recomienda que los ensayos basados en TTPA de una etapa para 
FVIII y FIX se realicen utilizando tres diluciones diferentes de la muestra de prueba. Esto se describe en 
el siguiente documento:

Guías de la FMH para el tratamiento de la hemofilia, 3.ª edición. Srivastava A, Santagostino E, 
Dougall A, Kitchen S, Sutherland M, Pipe SW, Carcao M, Mahlangu J, Ragni MV, Windyga J, Elinas 
A, Goddard NJ, Mohan R, Poon noose PM, Feldman BM, Lewis SZ, van den Berg HM, Pierce 
GF ; Capítulo 3: Diagnóstico y seguimiento de laboratorio. Steve Kitchen, Francisco de Paula 
Careta, Silmara A de Lima Montalvao, Emna Gouider, Radoslaw Kaczmarek, Claude T. Tagny, 
Pierre Toulon, Glenn F. Pierce, Alok Srivastava. Hemofilia 2020; 26 (Supl. 1): 35-48.

El documento completo está disponible para su descarga gratuita en el sitio web de la FMH a través del 
siguiente enlace:

Guías para el tratamiento de la hemofilia - Plataforma de aprendizaje en línea (wfh.org)

El siguiente texto se reproduce de la directriz de la FMH:

Recomendación: Para las investigaciones de laboratorio debidas a sospecha clínica de hemofilia mediante 
ensayos FVIII/FIX de una etapa, la FMH recomienda el análisis utilizando 3 diluciones diferentes de las 
muestras de plasma de referencia y de prueba.

FACTOR ASSAYS BASED ON APTT (ONE-STAGE ASSAY OF FVIII:C, FIX, FXI, OR FXII) 69

Non-parallel lines may occur due to technical error. If technical error has 
been eliminated, it may be due to the presence of an inhibitor, which may act 
specifi cally against FVIII or may be of the “lupus type”, showing a converging 
pattern. Diverging lines are typical of an activated sample.

NOTES

 If the test plasma FVIII (or FIX, FXI, or FXII) concentration is close to
zero (i.e., the clotting times of all dilutions are similar to the blank),
non-parallel lines may occur.

 The normal range should be established locally but often has a lower limit
of 50–65 IU/dl in the case of FIX or FXI.

 In relation to FXI, the International Unit has only recently been
established. At the time of writing, there are few data on the normal
levels of FXI in IU. Publications that predate the establishment of the
IU have indicated that the lower limit of normality for FXI is in the range
63–80 U/dl (see Bolton-Maggs et al. 2004 for a review).

Figure 23.1. Graph of FVIII assay

REFERENCE

Bolton-Maggs PH, Perry DJ, Chalmers EA, Parapia LA, Wilde JT, Williams MD, 
Collins PW, Kitchen S, Dolan G, Mumford AD. The rare coagulation disorders 
— review with guidelines for the management from the UK Haemophilia Centre 
Doctors’ Organization. Haemophilia 2004; 10(5): 593-628.
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OBSERVACIÓN: Los resultados de la prueba y las diluciones plasmáticas estándar deben compararse 
mediante análisis de líneas paralelas. Una forma de evaluar esto es calcular el coeficiente de variación 
(CV) de los 3 resultados utilizando la ecuación CV = ([desviación estándar/media] x 100). Si el CV de los 
3 resultados es inferior al 15%, entonces se debe reportar el promedio de los 3 resultados. Si el CV es 
superior al 15%, los resultados deben ser examinados. La presencia de inhibidores patológicos contra 
factores de coagulación específicos o anticoagulantes lúpicos puede interferir con algunos ensayos de 
FVIII y FIX de una etapa. Algunos anticoagulantes terapéuticos también pueden mostrar este efecto de 
interferencia. En todos estos entornos, la actividad de los factores aumenta en el ensayo a medida que el 
plasma se diluye cada vez más. La actividad del factor se subestima cuando el plasma se diluye menos, y 
se obtiene un resultado de actividad más preciso cuando el plasma de prueba se diluye más.

Los principios anteriores también deben aplicarse a los ensayos de una etapa de otros factores de coag-
ulación (es decir, FlI, FV, FVII, FX, FXI y FXII). Algunos analizadores tienen software que permite más de 
una dilución de la muestra de prueba. Para estos analizadores, la muestra de prueba se presenta para su 
análisis y el analizador construye las diferentes diluciones, corre el ensayo y calcula la actividad del factor 
de coagulación que se está ensayando. Otros analizadores tienen software que permite una sola dilución 
de la muestra de prueba. El siguiente procedimiento se puede utilizar en dichos analizadores para que se 
puedan seguir las recomendaciones de la FMH con mayor exactitud y precisión del ensayo.

Los ejemplos que se dan son para ensayos de FVIII, pero se pueden utilizar para ensayos de una sola 
etapa de otros factores.

	✓ Las muestras de ensayo se presentan al analizador sin diluir (es decir, sin ninguna dilución previa 
por parte del operador).
	✓ La muestra de prueba es prediluida 1 en 2 por el operador utilizando la misma solución amor-
tiguadora del ensayo que utiliza el analizador, que a menudo es la solución amortiguadora de 
Owren, pero puede ser una solución amortiguadora diferente.
	✓ Esto se puede hacer en cualquier tubo o vial de plástico que se pueda presentar al analizador 
para su análisis y que no provoque la activación de la muestra de prueba.
	✓ La muestra de ensayo se diluye previamente 1 en 4 utilizando la misma solución amortiguadora 
del ensayo que utiliza el analizador (véanse los puntos 2 y 3 anteriores).
	✓ Esto significa que el analizador se presenta con tres materiales diferentes derivados de la misma 
muestra de prueba.
	✓ A continuación, se solicita al analizador que realice un ensayo de FVIII en cada uno de estos tres 
materiales (es decir, muestra de prueba sin diluir, muestra de prueba prediluida 1 en 2 y muestra 
de prueba prediluida 1 en 4).
	✓ Se obtiene un resultado de FVIII en la muestra de prueba sin diluir.
	✓ Hay otro resultado obtenido en la muestra de prueba que fue prediluida 1 en 2. Esto debe 
multiplicarse por 2 para corregir la predilución.
	✓ Hay otro resultado obtenido en la muestra de prueba que fue prediluida 1 de cada 4. Esto debe 
multiplicarse por 4 para corregir la predilución
	✓ A continuación, el operador compara los tres números.
	✓ Por lo general, los tres números están muy cerca uno del otro. Si es así, el operador puede cal-
cular y reportar la media de los tres números como la actividad FVIII de la muestra de prueba.
	✓ A veces, los tres números no están juntos. Esto puede ocurrir si la muestra contiene sustancias 
interferentes o si se ha activado la coagulación en la muestra (es decir, quizás debido a dificul-
tades durante la recolección de la muestra).
	✓ El operador debe decidir si es seguro utilizar la media de las tres respuestas diferentes.
	✓ La FMH recomienda utilizar una evaluación matemática simple para decidir.
	✓ Esto se hace calculando el CV de los tres resultados diferentes.
	✓ La media de los tres resultados diferentes se puede utilizar con seguridad si el CV es <15%.
	✓ El uso de la media de esta manera mejora la precisión de la prueba.
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	✓ Si el CV es superior al 15%, el operador tiene más decisiones que considerar.
	✓ Cuando el nivel del factor es de 10 a 15 UI/dl, el CV de las tres diluciones es mayor que cuando la 
actividad del factor está en niveles más altos. En estas muestras se puede aceptar un CV del 20%.
	✓ Cuando el nivel del factor es inferior a 5 UI/dl, una predilución de 1 en 4 puede reducir la activi-
dad del factor por debajo del límite inferior de cuantificación, dependiendo de los reactivos. En 
estas muestras, es aceptable analizar solo la muestra de prueba sin diluir y la muestra de prueba 
prediluida 1 en 2. En este caso, el laboratorio debe reportar de la media de los dos resultados 
(después de multiplicar el resultado del analizador de la dilución 1 en 2 por 2), sin cálculo de CV.
	✓ En el caso de muestras con >15 UI/dl de FVIII, si el CV es del >15% y el resultado del plasma sin 
diluir es inferior al de la tercera dilución, esto indica que puede haber una sustancia interferente 
en la muestra de ensayo. En este caso, el resultado obtenido para la dilución 1 en 4 (después 
de multiplicar el resultado del analizador por 4 para corregir la predilución) será el más preciso 
(ver ejemplos a continuación).
	✓ Ejemplos de sustancias interferentes que pueden causar este resultado falsamente bajo en las 
muestras de prueba sin diluir son los inhibidores como el anticoagulante lúpico, la HNF, los DTI 
o los inhibidores directos del FXa.
	✓ El uso de una sola dilución puede dar lugar a resultados falsos bajos y ensayos extremadamente 
inexactos.

A continuación, se dan algunos ejemplos.

Tabla 12. Ejemplo de ensayo 1-FVIII con predilución manual

Actividad FVIII 
registrada por 
el analizador

Actividad de 
FVIII después 
de corregir la 
predilución Comentarios

Muestras de ensayo sin dilución previa 25 UI/dl (%) 25 UI/dl (%) No hay dilución previa por 
parte del operador, por lo 
que el resultado no cambia

Muestras de prueba diluidas 1 en 2 antes 
del análisis

13,5 UI/dl (%) 27 UI/dl (%) Resultado del analizador 
multiplicado por 2

Muestras de prueba diluidas 1 en 4 antes 
del análisis

6 UI/dl 24 UI/dl (%) Resultado del analizador 
multiplicado por 4

	✓ La media de tres resultados es de 25,3 Ul/dl (%).
	✓ La desviación estándar de los tres resultados es de 1,53.
	✓ CV de los tres resultados es de 6.0%.
	✓ CV es de <15%, por lo que el resultado reportado es de 25,3 UI/dl (%).

Tabla 13. Ejemplo de ensayo 2-FVIII con predilución manual

Actividad FVIII 
registrada por 
el analizador

Actividad de 
FVIII después 
de corregir la 
predilución Comentarios

Muestras de ensayo sin dilución previa 62 UI/dl (%) 62 UI/dl (%) No hay dilución previa por 
parte del operador, por lo 
que el resultado no cambia

Muestras de prueba diluidas 1 en 2 antes 
del análisis

33 I U/dl (%) 66 UI/dl (%) Resultado del analizador 
multiplicado por 2

Muestras de prueba diluidas 1 en 4 antes 
del análisis

13 I U/dl 52 UI/dl (%) Resultado del analizador 
multiplicado por 4
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	✓ La media de tres resultados es de 60,0 Ul/dl (%).
	✓ La desviación estándar de los tres resultados es de 7,2.
	✓ CV de los tres resultados es del 12,0%.
	✓ CV es de <15%.
	✓ El resultado reportado es de 60,0 UI/dl (%).

Tabla 14. Ejemplo de ensayo 3-FVIII con predilución manual

Actividad 
del FVIII 
registrada por 
el analizador

Actividad del 
FVIII después 
de corregir la 
predilución Comentarios

Muestras de ensayo sin dilución previa 7,0 UI/dl (%) 7,0 UI/dl (%) No hay dilución previa por 
parte del operador, por lo 
que el resultado no cambia

Muestras de prueba diluidas 1 en 2 antes 
del análisis

3.0 UI/dl (%) 6.0 UI/dl (%) Resultado del analizador 
multiplicado por 2

Muestras de prueba diluidas 1 en 4 antes 
del análisis

2.1 UI/dl 8.4 UI/dl (%) Resultado del analizador 
multiplicado por 4

	✓ La media de tres resultados es de 7,1 UI/dl (%).
	✓ La desviación estándar de los 3 resultados es de 7,1.
	✓ El CV de los 3 resultados es del 16,9%.
	✓ El CV es <20%.
	✓ El resultado reportado es de 7.1 UI/dl (%).

Tabla 15. Ejemplos con sustancias interferentes presentes, los resultados del ensayo FVIII están en lll/dl (%)

Interferencia

Sin 
predilución Prediluido 1 en 2 Prediluido 1 en 4

Resultados 
utilizados 
para 
calcular el 
CV CV

Resultados 
del 
analizador

Resultado 
corregido 
por el 
operador

Resultado 
del 
analizador

Resultado 
corregido 
por el 
operador

Inhibidor 
directo de la 
trombina

46.5 34.0 68.0 18.5 74.0 46.5, 68.0, 
74.0

23.0%

Rivaroxabán 64.0 45.2 90.4 29.1 116.4 64.0, 90.4, 
116.4

29.0%

Anticoagulante 
para el lupus

25.3 19.3 38.6 16.2 64.8 25.3, 38.6, 
64.8 

46.8%

	✓ Tenga en cuenta que se producen patrones similares en otros ensayos de una sola etapa, como FIX.
	✓ Los tres tienen CV >15%.
	✓ Los efectos de estas sustancias interferentes suelen ser menores en la muestra de dilución 1 en 
4 que en la muestra sin diluir o en la muestra de predilución 1 en 2.
	✓ El resultado de la muestra de 1 de cada 4 puede seguir siendo una subestimación, pero es el 
más cercano a un resultado preciso de las tres pruebas realizadas. También puede ser útil añadir 
una predilución de 1 en 8 como cuarta prueba en estos casos.
	✓ Los resultados notificables de los ejemplos de la tabla podrían ser >74 Ul/dl (%), >116,4 UI/dl 
(%) o >64,8 UI/dl (%).
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Las tres muestras de prueba de este ejemplo tienen una actividad de FVIII que no se reduce por debajo 
del rango normal. Confirmar que la actividad no se reduce, a veces es suficiente para un manejo seguro 
del paciente.

Ensayos cromogénicos FVIII:C y FIX: El diagnóstico de laboratorio de la hemofilia A o B se realiza mediante 
la medición de la actividad del factor (Srivastava et al, 2020). La metodología más utilizada es el ensayo 
de coagulación en una etapa basado en el TTPA (OSA). Existen limitaciones para el ensayo de una etapa, 
incluida la interferencia si hay anticoagulantes lúpicos, anticoagulantes orales directos (ACOD) o terapias 
para la hemofilia de vida media prolongada, incluidos los anticuerpos biespecíficos (Gray et al, 2020; 
Jenkins et al, 2020; Bowyer et al, 2021; Moser et al, 2021; Ruinemans-Koerts et al, 2010). Más importante 
aún, la hemofilia A leve no se excluye por el hallazgo de un nivel normal de FVIII:C, y rara vez de FIX:C, 
por AOS (Pouplard et al, 2009). Varios grupos han reportado que un subgrupo de pacientes con hemofilia 
A leve tiene discrepancias entre la actividad del FVIII determinada mediante diferentes tipos de ensayos 
(Pavlova et al, 2014). Más del 20% de los pacientes con hemofilia A leve se asocian con discrepancias en 
las que la actividad cromogénica es dos veces mayor o menor que la AOS y el fenotipo de sangrado es 
proporcional al ensayo de sustrato cromogénico (ESC) (Bowyer et al, 2018). También puede ocurrir una 
forma inversa de discrepancia en el ensayo con dos o más veces menos FVIII:C por OSA que el ESC. Los 
informes de sangrado son mucho más bajos en estos pacientes (Bowyer et al, 2018; Bowyer et al, 2011). 
En la Tabla 16 se muestran ejemplos de resultados en estos pacientes.

Tabla 16. Ejemplos de pacientes con hemofilia A leve confirmada genéticamente y discrepancias en los 
ensayos

Caso Ensayo de una etapa (UI/dl) Ensayo cromogénico (UI/dl)

A 101 13

B 88 28

C 15 69

D 55 40

E 58 33

F 72 36

G 84 45

Con base en estos resultados, es ventajoso para todos los centros de hemofilia tener disponible una prueba 
de FVIII cromogénico. El ESC debe realizarse en sujetos con TTPA normal y actividad FVIIII en una etapa 
en presencia de antecedentes personales o familiares compatibles con hemofilia leve. Los ESC de FVIII 
se introdujeron por primera vez a principios de la década de 1980 (Rosen et al, 1984) y varios fabricantes 
tienen kits comerciales para el ensayo cromogénico de FVIII. Muchos de ellos son adecuados para el 
diagnóstico de la hemofilia A en presencia de una actividad normal de FVIII en una etapa. Desde media-
dos de 201 se dispone de un pequeño número de ESC del FIX y se limitan principalmente a laboratorios 
de investigación o especializados en hemostasia (Kershaw et al, 2018). Se ha descrito una discrepancia 
cromogénica FIX en una etapa en la hemofilia B leve, pero la discrepancia parece comprometer la clas-
ificación de la gravedad, con pacientes que cambian entre hemofilia B moderada y leve (Pouplard et al, 
2009; Truedsson et al, 2020)

Principio de análisis para el ESC del FVIII: Muchos coagulómetros automatizados tienen la capacidad de 
realizar ESC, pero dado que estos ensayos se realizaron originalmente manualmente utilizando placas 
de microtitulación, todavía es posible utilizar un método manual. En algunos ensayos cromogénicos 
(pero no en todos), todo el FVIII de la muestra es activado por la trombina. El FVIII activado acelera la 
conversión del FX en FXa en presencia del FIX activado, fosfolípidos e iones de calcio. La actividad del 
FXa se evalúa mediante hidrólisis de un sustrato de p-nitroanalina específico del FXa. La tasa inicial de 
liberación de p-nitroanalina (color amarillo) medida a 405 nm es proporcional a la actividad del FXa y, 
por lo tanto, a la actividad del FVIII en la muestra. Los resultados del plasma del paciente y de la muestra 
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de control de calidad se comparan con el plasma estándar (referencia/calibrador) para cuantificar el ESC 
utilizando los mismos principios que con el AOS (Baker et al, 2020). Las proteínas utilizadas en los kits 
del ESC del FVIII pueden ser de origen humano o bovino. Para la medición del FVIII:C endógeno, o la 
terapia estándar o de FVIII de vida media extendida, la fuente de proteínas no afecta al ESC. La fuente 
de proteínas es importante cuando hay anticuerpos biespecíficos en el plasma (ver sección Parte 6 sobre 
anticuerpos biespecíficos).

Principio de análisis para el ESC del FIX: En algunos (pero no todos) los ensayos cromogénicos FIX, todo 
el FIX de la muestra es activado por FXIa. A continuación, FIX activado acelera la conversión de FX a FXa 
en presencia de FVIII activado, fosfolípidos e iones de calcio. La actividad del FXa se evalúa mediante 
hidrólisis de un sustrato p-nitroanalina específico de FXa. La tasa inicial de liberación de p-nitroanalina 
(color amarillo) medida a 405 nm es proporcional a la actividad FXa y, por lo tanto, a la actividad FIX en 
la muestra, como se ha descrito anteriormente.

Notas: Si la concentración de FVIII (o FIX) en plasma de prueba es cercana a cero (es decir, la densidad 
óptica de todas las diluciones es similar a la del blanco), pueden producirse líneas no paralelas. El rango 
normal debe establecerse localmente, pero a menudo tiene un límite inferior de 50-65 UI/dl tanto en el 
FVIII como en el FIX. Es posible que el ESC del FIX no mida con precisión la recuperación de algunos 
productos del FIX de vida media extendida Gray et al, 2020; Bowyer et al, 2022). Los ensayos cromogéni-
cos pueden utilizarse para medir el efecto mimético en el plasma que contiene anticuerpos biespecíficos 
(Jenkins et al, 2020; Bowyer et al, 2020; Bowyer et al, 2023). El ESC bovino del FVIII que contiene FX se 
puede utilizar para medir la terapia con FVIII recombinante en plasma que también contiene anticuerpos 
biespecíficos. Si es posible, un nuevo diagnóstico de hemofilia leve A o B debe tener FVIII:C o FIX:C 
también medido mediante un ensayo cromogénico (Bowyer et al, 2018). Se debe tener cierta precaución 
al utilizar el ESC para medir el FVIII porcino recombinante, ya que puede producirse una subestimación 
(Bowyer et al, 2022). El ESC del FIX puede subestimar las terapias con FIX de vida media estándar recom-
binante (Nederlof et al, 2020).

Medición de las moléculas vida media extendida, FVIII y FIX: Se han realizado modificaciones en el FVIII 
recombinante o FIX para prolongar la vida media in vivo de la terapia mediante la alteración de la con-
formación de la molécula. La extensión puede realizarse mediante la adición de restos de polietilenglicol 
(PEG), la fijación covalente de las cadenas pesada y ligera del FVIII, la fusión con la albúmina o la fusión 
covalente a la porción fc (fragmento cristalizable) de la IgG 1 humana. El monitoreo posterior a la per-
fusión de concentrados recombinantes de vida media extendida, FVIII o FIX es necesario para el manejo 
clínico del paciente con hemofilia. Una respuesta inferior a la esperada o una vida media reducida pueden 
indicar la necesidad de un tratamiento adicional o un posible desarrollo de anticuerpos antifármaco. Los 
estudios de laboratorio realizados durante los ensayos farmacéuticos de cada vida media extendida, 
pusieron de manifiesto problemas con la medición precisa de laboratorio de algunas moléculas. Se 
informó de sobreestimación o subestimación con algunos vida media extendida, FVIII o FIX, pero esto 
dependió de la metodología o del TTPA utilizado en la AOS. El método de modificación de la molécula 
no es predictivo de la respuesta del ensayo factorial, por lo que es posible que no sea posible realizar 
un seguimiento preciso de las tres moléculas de FVIII pegilado con los mismos reactivos de TTPA. En el 
caso de las moléculas de FVIII de vida media extendida actualmente autorizadas, los ensayos de actividad 
cromogénica del FVIII se consideran adecuados para una monitorización precisa, pero en el caso de la 
AOS, esto puede depender del reactivo. En el caso de las moléculas vida media extendida del FIX, no 
existe una única metodología de ensayo o reactivo que mida con precisión los tres concentrados actual-
mente autorizados. Un concentrado de vida media ultralarga, rFVIll-FC- FVW-XTEN, efanesoctocog alfa 
(Altuviiio/Altuvoct), recibió la aprobación regulatoria en los EE. UU. en 2023 y en Europa en 2024. FVIII 
OSA recomienda la monitorización utilizando un reactivo TTPA particular, Siemens Actin FSL. Los reacti-
vos de TTPA prevalentes, Siemens Actin FS y Werfen Synthasil sobreestimaron y subestimaron el efane-
soctocog alfa, respectivamente. Los ensayos cromogénicos de FVIII sobreestiman 2-3 veces la actividad 
esperada (Pipe, 2009). Por lo tanto, es necesario evaluar cuidadosamente si los ensayos disponibles en 
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cada laboratorio de hemostasia son adecuados para el seguimiento preciso de cada vida media extendida 
utilizado como terapia sustitutiva en su centro. En las tablas 17 y 18 se dan ejemplos de concentrados 
de vida media extendida rFVIll y rFIX, cómo se asignó la potencia del producto y si la AOS o el ESC son 
aceptables para su uso en la monitorización de la actividad posterior a la perfusión

Tabla 17. Moléculas de vida media extendida del FVIII

Nombre Compañía Molécula

Etiqueta 
de 
potencia OSA ESC Referencias

Adynovi/Ady 
novate

Rurioctocog alfa 
pegol

Takeda FVIII 2x10 
kDa PEG

ESC Resultados 
variados

Sí Turecek et al, 
2016

Bulla et al, 2017

Afstyla

Ionoctocog alfa

CSL 
Behring

Cadena 
simple BDD 
FVIII

ESC Los resultados son 
aproximadamente 
la mitad del ESC

ESC Bowyer et al, 
2017

St Ledger et al, 
2018

Elocta/Eloctate 
efmoroctocog

Sobi Fusión FVIII 
FC

ESC Sí Sí Sommer et al, 
2014

Powell et al, 
2012

Pouplard et al, 
2020

Esperoct

Turoctocog 
alpha pegol

Novo 
Nordisk

BD 
truncado 
rFVIll 40 
kDa PEG

ESC Resultados 
variados

Sí Pickering et al, 
2016

Hillarp et al, 
2017

Jivi

Damoctocog 
alfa pegol

Bayer BDD rFVIll

60 kDa PEG

ESC No reactivos 
TTPA de sílice o 
caolín

Sí Gu et al, 2014

Church et al, 
2018

Altuvoct/Altuviio

Efanesoctocog 
alfa

Sanofi rFVIll FC- 
FVW-XTEN

OSA Actina FSL 
recomendada

Sobreestima 
2-3 veces

Pipi et al, 2024

Tabla 18. Moléculas vida media extendida (factores de vida media extendida) del FIX

Nombre Compañía Molécula

Etiqueta 
de 
potencia OSA ESC Referencias

Alprolix 
etrenonacog

Sobi Fusión 
rFIX FC

OSA No algunos 
reactivos TTPA 
de sílice o 
caolín

Sí Sommer et al, 2014

Bowyer et al, 2019

Persson et al, 2018

Idelvion 
albutrepenonacog

CSL Behring Fusión de 
albúmina 
rFIX

OSA Resultados 
variados

no Persson et al, 2018

St Ledger et al, 2016

Kitchen et al, 2017

Horn et al, 2019

Pouplard et al, 2019

Refixia/Rebinyn

Nonacog beta 
pegol

Novo Nordisk rFIX 40 
kDa PEG

OSA Solo 
validado por 
Cephascreen y 
Synthafax

Sí Bowyer et al, 2016

Tiefenbacher et al, 
2017

Young et al, 2016
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Anticuerpos biespecíficos:

Medición de anticuerpos biespecíficos: Los anticuerpos biespecíficos son una clase de terapia no sustitu-
tiva para la hemofilia A. Actúan para crear un puente entre el FIXa humano y el FX humana, en ausencia 
de FVIII, para promover la activación del FX. Los anticuerpos biespecíficos difieren del FVIII nativo en una 
serie de aspectos intrínsecos, incluida la falta de mecanismos reguladores, que afectan a los ensayos de 
hemostasia (Lenting et al, 2017). Las futuras generaciones de anticuerpos biespecíficos, más potentes, 
pueden tener un mayor impacto en las pruebas de hemostasia (Bowyer et al, 2023).

TTPA y anticuerpos biespecíficos: Los anticuerpos biespecíficos no requieren ser activados para participar 
en la activación del FX. En presencia de anticuerpos biespecíficos, el TTPA se acorta drásticamente, a 
menudo por debajo de la parte inferior del rango de referencia (Bowyer et al, 2020; Bowyer et al, 2023). 
El TTAP no es lo suficientemente sensible a los cambios en la concentración de anticuerpos biespecíficos 
para su uso en el seguimiento de estas terapias; sin embargo, una prolongación del TTAP en un paciente 
con un TTAP previamente corto puede indicar una pérdida de eficacia o desempeño (Druzgal et al, 2020; 
Valsecchi et al, 2021).

Anticuerpos AOS y biespecíficos: En presencia de anticuerpos biespecíficos, los ensayos estándar, cal-
ibrados con plasma y basados en TTPA, incluidos el FVIII, FIX, FXI, XII, proteína C, proteína S y tiempo 
de coágulo activado (ACT), sobreestiman la cantidad de factor de coagulación o inhibidor natural, por lo 
que no son adecuados para su uso (Bowyer et al, 2023; EMA, 2018).

Anticuerpos biespecíficos modificados de OSA y FVIII: Para la primera generación de anticuerpos biespecíf-
icos se dispone de calibradores comerciales de productos específicos (estándar/referencia) y plasmas de 
control de calidad. El ensayo de FVIII en una etapa se puede modificar utilizando estos calibradores espe-
cíficos del producto junto con una mayor dilución plasmática (diluciones de 1/40 o 1/80 en lugar de 1/10) 
para medir la concentración del fármaco del anticuerpo biespecífico en µg/ml. Este ensayo modificado 
también medirá cualquier FVIII endógeno o de reemplazo presente en el plasma (Bowyer et al, 2020).

FVIII cromogénico y anticuerpos biespecíficos:  El ESC del FVIII que contienen FX y FIXa humanos son 
sensibles a la presencia de anticuerpos biespecíficos y miden cierta actividad “mimética o sustituta” similar 
al FVIII (Bowyer et al, 2020; Bowyer et al, 2023). El ESC humano se puede utilizar como marcador de la 
presencia de anticuerpos biespecíficos en pacientes que reciben profilaxis. Esto no es intercambiable 
con el nivel de concentración del fármaco detallado anteriormente. El ESC humano también medirá 
cualquier FVIII endógeno o de reemplazo presente en el plasma (Bowyer et al, 2020). El ESC del FVIII que 
contienen FX bovino y FIXa humano o bovino son insensibles a la presencia de anticuerpos biespecíficos 
de primera generación, pero pueden demostrar cierta sensibilidad a los anticuerpos biespecíficos de 
próxima generación (Bowyer et al, 2020; Bowyer et al, 2023). El ESC bovino del FX debe utilizarse para 
medir cualquier FVIII endógeno o tratamiento de reemplazo con FVIII y para medir el FVIII residual en el 
ensayo de inhibidores de Bethesda, como se detalla a continuación.

Ensayo de inhibidores de Bethesda y anticuerpos biespecíficos: La medición del FVIII residual tras la 
incubación en los ensayos de inhibidores de Bethesda suele ser mediante AOS (Verbruggen B, 1995) 
aunque se han validado las mediciones cromogénicas y fluorogénicas (Miller et al, 2021). En presencia de 
anticuerpos biespecíficos, no se puede utilizar la AOS, por lo que se debe utilizar el ESC. Es importante que 
el kit de ESC utilizado contenga FX bovino y FIXa humano o bovino para excluir el efecto del anticuerpo 
biespecífico, de lo contrario se subestimará el título del inhibidor (Bowyer et al, 2021; Miller et al, 2021).

Monitorización posinfusión del FVIll y FIX: La monitorización posinfusión de concentrados de FVIII o FIX 
derivados del plasma o de vida media estándar recombinante es necesaria para el tratamiento clínico del 
paciente con hemofilia. Una respuesta inferior a la esperada o una vida media reducida pueden indicar la 
necesidad de un tratamiento adicional o un posible desarrollo de inhibidores. Lo ideal es que la medición 
de la terapia de reemplazo se realice utilizando el mismo método de ensayo y los mismos reactivos que 
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se utilizaron originalmente para asignar la potencia al producto. Si esto no es posible, se debe utilizar 
un ensayo alternativo validado. En Europa, el etiquetado de potencia para los concentrados de FVIII 
es de ESC (Barrowcliffe et al, 2002) y para los concentrados de FIX es de OSA (Kitchen et al, 2016). La 
Administración de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA, 2020) recomienda el uso de 
OSA para los concentrados de FIX, sin embargo, algunos concentrados de FVIII tienen una potencia 
asignada por OSA y otros por ESC. La FMH recomienda el uso de un ensayo FVIII o FIX que haya sido 
validado para su uso con el concentrado específico utilizado para el tratamiento y que esté calibrado con 
un patrón de plasma trazable al estándar internacional actual de la OMS (Srivastava et al, 2020). Otras 
Guías recomiendan el uso de OSA o ESC calibrado con patrones de plasma para monitorear los con-
centrados de FVIII derivados del plasma, a menos que haya pruebas de lo contrario, y el uso de un OSA 
para los concentrados de FIX (Gray et al, 2020). En los cuadros 19 y 20 se dan ejemplos de concentrados 
de FVIII y FIX de vida media recombinante y derivados del plasma comúnmente disponibles, cómo se 
asignó la potencia del producto y si la AOS o el ESC son aceptables para su uso en la monitorización de 
la actividad posterior a la perfusión.

Tabla 19. Ejemplos de concentrados derivados del plasma

Concentrado Factor Asignación de potencia ESC OSA Referencias

Factane VIII ESC Sí Sí Adcock et al, 2018

Octanato VIII ESC Sí Sí

FVIII 8 AÑOS VIII ESC Sí Sí

Hemoctina VIII ESC Sí Sí

Octaplex VIII ESC Sí Sí

Recombinante VIII ESC Sí Sí Jennings et al, 2007

Fanhdi VIII ESC Sí Sí Peyvandi et al, 2016

Hemofil M VIII ESC Sí Sí Peyvandi et al, 2016

Emoclot VIII ESC Sí Sí Peyvandi et al, 2016

Replenine IX OSA Sí

Beta fa ct IX OSA Pathromtin SL (sílice) Probablemente 
aceptable

Sí Adcock et al, 2018

Mononina IX OSA Pathromtin SL (sílice) Sí Sí Bowyer et al, 2016

Wilmot et al, 2014

Octafijo IX OSA Pathromtin (Caolín) Sin datos Sí

Alanina IX OSA Sí Aznar et al, 2009
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Tabla 20. Ejemplos de concentrados de vida media estándar recombinante

Concentrado Factor

Asignación 
de 
potencia ESC OSA Referencias

Advate FVIII-
longitud 
completa

ESC Sí Sí Kitchen et al, 2016

Kitchen et al, 2019

Refacto AF FVIII-BDD ESC Sí Sí, con el 
estándar de 
laboratorio 
Refacto

Kitchen et al, 2016

Morfini et al, 2003

Ingerslev et al, 2004

Novo8 FVIII-BDD ESC Sí Sí, pero algo de 
sobreestimación 
en los niveles 
mínimos

EMA, 2021

Viuff et al, 2011

Nuwiq FVIII-BDD ESC Sí Sí Lissitchkov et al, 2016

EMA, 2022

Klukowska et al, 2016

Tiefenbacher et al, 2019

Xyntha FVIII-BDD OSA Sin 
sobreestimación

Sí FDA, 2020

Kovaltry FVIII ESC Sí Sí Mahlangu et al, 2018

Kitchen et al, 2016

Benefix IX OSA Insufficient data Sí Bowyer et al, 2016

Kershaw et al, 2018

Sommer et al, 2014

Rixubis IX Validado 
por OSA 
Pathromtin 
SL

Sí Sí Kershaw et al, 2018

Gritsch et al, 2014

Terapia génica: La hemofilia A y B son trastornos monogénicos y, por lo tanto, candidatos ideales para 
la manipulación génica. Desde principios de la década de 2000, se ha investigado una variada gama de 
estrategias de terapia génica, incluida la edición de genes, en humanos para ambos trastornos (De Wolf 
et al, 2023). A mediados de la década de 2020, en algunos países se concedió la aprobación regulatoria 
para el uso limitado de productos de terapia génica para el tratamiento de personas con hemofilia A 
o B. La medición de la expresión del transgén FVIII o FIX es esencial para determinar la duración de la 
respuesta y si se requieren terapias adicionales para lograr la hemostasia. A fin de reducir al mínimo la 
variabilidad entre laboratorios, es sensato restringir la vigilancia rutinaria a un número limitado de lab-
oratorios especializados en hemostasia en cada país. En los ensayos clínicos de varias terapias génicas 
se ha reportado de la variabilidad de los ensayos, con actividades cromogénicas de FVIII y FIX de 1,5 a 
3,0 veces más bajas que las actividades de una etapa. Se han reportado diferencias entre reactivos en el 
mismo método de ensayo. Debido a las limitaciones del volumen plasmático adecuado, es difícil realizar 
estudios multicéntricos comparativos entre laboratorios en muestras de pacientes que recibieron terapia 
génica. Sin embargo, hay datos limitados disponibles con respecto a la medición de las moléculas candi-
datas FVIII o FIX utilizando una variedad de métodos o reactivos. Siempre que sea posible, para minimizar 
la variabilidad, los laboratorios deben utilizar los reactivos y métodos utilizados en los ensayos clínicos 
farmacéuticos para monitorear la expresión posterior a la terapia génica (Tabla 21).
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Tabla 21. Terapia génica para la hemofilia A y B

Empresa 
farmacéutica

Nombre 
comercial

Método de 
ensayo Reactivos

Hemofilia A

Valoctocogene roxaparvovec Biomarin Roctavian ESC Coatest SP4

Hemofilia B

Etranacogene dezaparvovec CSL Behring Hemgenix OSA Synthasil

Fidanacogene elaparvovec Pfizer Beqvez OSA Synthasil

Terapia génica para la hemofilia A: En todos los abordajes para la hemofilia A se han utilizado vectores 
AAV y FVIII recombinante con deleción del dominio B (BDD). Los ensayos de fase 1-3 de Roctavio (AAV5-
FVIII-SQ, Valoctocogene roxapar-vovec, Biomarin) midieron el transgén FVIII:C con Coatest SP4 ESC y OSA 
utilizando el reactivo Siemens Actin FSL TTPA en el analizador Siemens BCS XP (Rangarajan et al, 2017). 
El FVIIl:C del ESC fue aproximadamente la mitad del FVIIl:C de la OSA (Mahlangu et al, 2023). Rosen et 
al reportaron resultados comparables entre Coatest SP4 y Hyphen Biomed ESC al medir AAV5-FVIII-SQ 
(4). Una comparación de dos centros de FVIII:C medido por AOS o ESC en plasma de pacientes después 
de la terapia con Roctavian reportó una diferencia aproximada de 1,65 veces entre AOS y el ESC. Se 
obtuvieron resultados similares de FVIIl:C con el ESC de Hyphen Biomed y otros dos ESC (Platton et al, 
2024). Los autores concluyeron que la AOS no era adecuada para medir el FVIII después de la terapia 
génica con Roctavio y que solo se debe utilizar el ESC.

Terapia génica para la hemofilia B: Los dos productos para la hemofilia B actualmente aprobados, 
Hemgenix (Etranacogene dezaparvovec, CSL Behring) y Beqvez (Fidanacogene elaparvovec, Pfizer), uti-
lizan una variante natural y altamente activa de FIX, FIX-Padua (R338L) (Simioni et al, 2009). El programa 
farmacéutico solo ha reportado de la actividad de FIX por parte de la AOS en sus reportes del estudio. 
Se ha reportado de la variabilidad entre los reactivos y las metodologías al medir FIX-Padua siguiendo 
la expresión génica y en el plasma enriquecido con la molécula FIX-Padua. Un estudio de campo global 
de plasma enriquecido con una molécula recombinante R338L (FLT180a, verbrinacogene setparvovec, 
por Freeline Therapeutics, que actualmente está en pausa al final de las pruebas de fase 1/2) informó de 
una diferencia de 3 veces en la actividad de FIX entre 15 OSA y ESC diferentes. Se observó una variación 
de 1,8 veces entre 13 reactivos de TTPA en la AOS, mientras que los resultados de ambos ESC fueron 
aproximadamente la mitad de la actividad esperada medida por Synthasil OSA (Foley et al, 2023). La 
medición de la actividad del transgén Beqvez FIX-Padua puso de manifiesto las diferencias en los ensayos 
entre cinco reactivos de TTPA en la AOS y entre la AOS y el ESC (Robinson et al, 2021). En un estudio de 
campo global en el que se utilizó plasma de participantes en el ensayo de terapia génica de fase 1/2a, 
FIX:C fue mayor con el reactivo TTPA activado por sílice, Synthasil, en la AOS que con los reactivos TTPA 
activados con ácido elágico, Actina FS y Actina FSL, o ESC (Pittman et al, 2024). Los datos de laborato-
rio disponibles son mínimos para la medición de la actividad de FIX después de la terapia génica con 
Hemgenix. En el Resumen de las Características del Producto se afirma que la actividad de FIX es inferior 
a la del ESC (EMA, 2024). En los ensayos clínicos de fase 1-3 del FIX se utilizó el reactivo Synthasil TTPA 
en la AOS y en una ESC no revelada; Las actividades de OSA del FIX fueron al menos dos veces más altas 
que con el ESC (Pipe et al, 2023; Miesbach et al, 2018).

Aspectos de laboratorio para el tratamiento de la terapia de reequilibrio hemostático:  Las terapias 
de reemplazo sin factor para la hemofilia A o B tienen como objetivo promover la coagulación y reequil-
ibrar la hemostasia al dirigirse a los anticoagulantes naturales o inhibidores de la coagulación, incluida la 
antitrombina, el inhibidor de la vía del factor tisular (TFPI), la proteína C o la proteína S (Nogami y Shima, 
2023). Algunas de estas terapias han sido aprobadas para su uso en ciertos grupos de pacientes, otras 
se encuentran actualmente en ensayos farmacéuticos.
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Moléculas que se dirigen a la antitrombina: La antitrombina (AT) activada por heparina ejerce acciones 
inhibitorias sobre la trombina, FXa, FIXa, FXIa y FXIIa (Rezaie et al, 2020). Se ha desarrollado una pequeña 
molécula de ARN interferente, fitusiran, que se dirige a la síntesis de la AT en los hepatocitos, para mejorar 
la generación de trombina (Young et al, 2023). En los ensayos clínicos, una reducción del 82-87% de la AT se 
asoció con un aumento de la generación de trombina (Pasi et al, 2021). Los niveles de actividad objetivo de 
AT son de 15 a 35 UI/dl. Los ensayos de AT están bien establecidos como parte de las pruebas de trombo-
filia, pero es raro medir actividades de AT tan bajas. Un estudio de campo comparativo de laboratorio a nivel 
mundial que evaluó la medición de una serie de actividades de AT (9-100 UI/dl) concluyó que algunos ensayos 
de AT no deben utilizarse para monitorear la AT durante el tratamiento con fitusirán (Chhabra et al, 2024).

Moléculas que se dirigen a TFPI: Los anticuerpos anti-TFPI se dirigen al dominio Kunitz 2 de TFPI y 
evitan la fijación al FX activado, lo que permite que continúe la generación de FXa (Mast et al, 2022). El 
primer anticuerpo monoclonal anti-TFPI (concizumab. Novo Nordisk, Dinamarca) fue aprobado para su 
uso en 2023 en pacientes canadienses con hemofilia B con inhibidores. Un anticuerpo alternativo anti-
TFPI, marstacimab (Pfizer, EE. UU.) está bajo consideración para su aprobación en EE. UU. y Europa para 
personas con hemofilia A o B sin inhibidores (Matino et al, 2023). Los ensayos TFPI están disponibles en 
algunos laboratorios de investigación o especializados, pero la utilidad clínica de la medición no está clara.

Moléculas que se dirigen a la proteína C activada (PCA): La PCA, junto con la proteína cofactor S, inac-
tiva FVa y FVIIIa para evitar una mayor generación de trombina. FV Leiden es una mutación p.Arg506Gln 
(c.1691G>A) en el sitio primario de escisión de PCA en FV activado. La presencia de FV Leiden ralentiza 
la inactivación de FVa por PCA y es la causa más común de trombofilia en humanos (Van Cott et al, 2016). 
Se están llevando a cabo ensayos clínicos enfoques alternativos a la PCA objetivo. Se ha reportado de que 
un anticuerpo monoclonal humanizado que inhibe la proteína C activada restaura la hemostasia en ratones 
hemofílicos (Jiang et al, 2023) y se ha iniciado ensayos en humanos con un inhibidor de la serina proteasa 
(serpina) que solo se dirige a la PCA, no a la proteína C precursora (Baglin et al, 2023). Los ensayos para 
la proteína C y PCA están disponibles de forma rutinaria en muchos laboratorios de hemostasia terciaria 
en caso de que se requiera medición para el seguimiento del fármaco.

Moléculas que se dirigen a la proteína S: La proteína S es un cofactor de TFPI y PCA que funciona para 
restringir la generación de trombina. Se ha reportado que dirigirse a la proteína S utilizando un pequeño 
ARN interferente mejora la hemostasia en ratones con hemofilia (Prince et al, 2020) y se ha utilizado un 
anticuerpo de proteína S para mejorar la terapia de reemplazo de FIX en la generación de trombina 
de pacientes con hemofilia B (Wilson et al, 2024). La proteína S libre y la proteína S total, que también 
mide la proteína S combinada con el regulador del complemento, la proteína de fijación a C4b, están 
disponibles de forma rutinaria en muchos laboratorios de hemostasia terciaria en caso de que se requiera 
una medición para el seguimiento del fármaco.

Ensayos de generación de trombina: Los ensayos de generación de trombina (TG) son ensayos globales 
que pueden evaluar el potencial hemostático general y poner de manifiesto la hipercoagulabilidad o 
hipocoagulabilidad en el plasma (Ninivaggi et al, 2021). Existen varios ensayos de TG cromogénicos o 
fluorogénicos internos y comerciales disponibles que suelen desencadenar la TG mediante el uso de 
factor tisular, FXIa o FIXa. Debido a la falta de estandarización, existe una escasa correlación entre ellos 
(Devreese et al, 2007). A pesar de estos problemas, los ensayos de TG se utilizan a menudo en ensayos 
farmacéuticos para evaluar el efecto de nuevas moléculas en la hemostasia.
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