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Identificar el desarrollo de anticuerpos es vital para que el programa de tratamiento de la hemofilia pueda
brindar una atencion médica adecuada (Peyvandi et al, 2016; Srivastava et al, 2020). En el contexto de
la hemofilia, los inhibidores son anticuerpos IgG policlonales contra el FVIIl o FIX y en su mayoria de la
subclase 1gG4 de alta afinidad (Montalvéo et al, 2015). Los inhibidores neutralizan el concentrado de
factor administrado al paciente, lo que dificulta la prevencién y el tratamiento de la hemorragia (Pratt
et al, 2021). La aparicién de los inhibidores es el resultado de un proceso de varias etapas en el que
intervienen determinantes ambientales y genéticos. En la hemofilia A grave, los inhibidores del FVIII se
forman en aproximadamente el 30% de los pacientes, generalmente durante los primeros 20 a 30 dias de
exposicion. En la hemofilia B grave, la incidencia acumulada de desarrollo de inhibidores es menor que
en la hemofilia A grave y alcanza el 4-5% entre 9 y 11 dias después de la exposicion (Ljung et al, 2019).
El tratamiento de la hemorragia aguda en pacientes con inhibidores depende del titulo del inhibidor. Los
pacientes con un titulo bajo de inhibidores (<5 UB/ml) pueden ser tratados con terapia sustitutiva estandar,
factor concentrado, aunque requiere dosis mas altas para superar los efectos neutralizantes del inhibidor.
Para los pacientes con inhibidores de titulos altos (>5 UB/ml), las Unicas terapias efectivas para tratar el
sangrado son los agentes de derivacién (Ljung et al, 2019). Los tres agentes de derivacion disponibles
que se utilizan en la hemofilia Ay B son (1) concentrado de complejo de protrombina activado (aPCC),
(2) dos formas de FVII activado recombinante (rFVlla) y (3) FVIII porcino recombinante. En algunos paises
se dispone de farmacos hemostaticos recientemente desarrollados, como los anticuerpos biespecificos
humanizados (p. ej., emicizumab), el ARN de interferencia (p. ej., fitusiran) y los agentes inhibidores del
factor tisular (anti-TFPI), entre otros, para prevenir la hemorragia. La induccién de tolerancia inmunolégica
(IT1) se utiliza para erradicar los inhibidores e implica inyecciones intravenosas frecuentes de concentrado
de factor durante varios meses. En la hemofilia A, la ITI es eficaz en alrededor del 65 al 70% de los paci-
entes. El seguimiento de la titulacion de inhibidores de estos pacientes es esencial para evaluar y manejar
el protocolo. La investigacién de laboratorio del inhibidor debe llevarse a cabo utilizando el método de
Bethesda modificado. Aunque esta prueba tiene un CV (coeficiente de varianza) alto, es la prueba de
referencia utilizada para valorar los anticuerpos inhibidores. En algunos casos, el cribado de inhibidores
mediante la prueba de TTAP se puede llevar a cabo antes de ajustar la dosis de los anticuerpos. Sin
embargo, debido a las limitaciones de la prueba, los resultados negativos no deben utilizarse para excluir
la posible presencia de un inhibidor. Se puede encontrar mas informacién en el capitulo 6 de este manual.
Una alternativa al cribado de anticuerpos contra el FVIIl o FIX es el uso de una prueba inmunolégica. Se
han estudiado diversos ensayos inmunoldgicos y, aunque estas pruebas son mas sensibles que las pruebas
funcionales, no discriminan entre anticuerpos inhibidores y no inhibidores y, por lo tanto, atin no son utiles
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en la préctica clinica para detectar o monitorizar inhibidores funcionales. Sin embargo, los estudios han
demostrado que los anticuerpos de la subclase IgG4 se correlacionan con los inhibidores funcionales de
FVIIl'y FIX (Awasthi et al, 2022; Montalvao et al, 2015; Moorehead et al, 2015).

Diferentes cinéticas de los anticuerpos: Las diferentes cinéticas de los anticuerpos pueden afectar el
analisis de los datos y, en consecuencia, dar lugar a interpretaciones erréneas. Cuando los inhibidores
del FVIIl o FIX actlan en una prueba de inhibicién de manera dependiente de la dosis, como inactivando
completamente el FVIIl o FIX, estos inhibidores se denominan inhibidores de “Tipo |"”. Los inhibidores
que demuestran un comportamiento cinético mas complejo suelen denominarse inhibidores de “tipo
[1”, que inactivan el FVIII de forma incompleta. Los inhibidores de tipo | generalmente se desarrollan en
pacientes con hemofilia congénita A o B en respuesta al FVIIl o concentrado del FIX, mientras que los
inhibidores de tipo Il generalmente se presentan en pacientes con hemofilia adquirida o hemofilia A leve.
Los inhibidores de FVIII de tipo | dependen del tiempo y la temperatura porque su diana, el FVIII, forma
un complejo con su proteina transportadora, el FVW. Los inhibidores de FIX no dependen del tiempo y
la temperatura.

Muestras para la prueba del inhibidor de FVIII/FIX: recoleccién, envio y preparacion:

Recogida y envio de muestras: Las muestras para los ensayos de inhibidores de FVIIl y FIX se recogen en
citrato trisédico al 3,2% (0,105-0,109 M), el mismo tipo de muestra que se utiliza para la mayoria de las
pruebas de coagulacién. La sangre entera citratada debe centrifugarse dentro de las 4 horas posteriores
a la recoleccion de sangre, y la centrifugacién debe ser de 1500 g durante 15 minutos. Las muestras de
plasma positivas para inhibidores del FVIIl y FIX, no sangre entera, pueden almacenarse a temperatura
ambiente durante 1 semana, o congelarse a -70 °Cy almacenarse hasta 15 afios. Es importante recordar
que, a diferencia de los procedimientos tradicionales de analisis de la coagulacién, en este tipo de muestras
es el anticuerpo el que se debe conservar. Esta informacién es muy Util para los laboratorios que necesi-
tan enviar muestras a otro laboratorio para su anélisis, ya que el transporte no depende del hielo seco.

Calentamiento de las muestras: Las muestras de pacientes utilizadas para la deteccién de inhibidores
pueden contener FVIIl exégeno o FIX debido a infusiones recientes de concentrado de factor, tales como:
(1) profilaxis, (2) tratamiento de hemorragia, (3) terapia ITl o (4) FVIIl endégeno o FIX si la prueba se realiza
en hemofilia leve o0 moderada. La presencia de FVIII exdégeno o FIX puede afectar significativamente la
deteccién de inhibidores, con subestimacién del titulo del inhibidor y resultados falsos negativos (Batty
et al, 2014; De Lima Montalvao et al, 2015). El calentamiento de las muestras durante 30 minutos a 56
°C disocia el complejo antigeno-anticuerpo y desnaturaliza el factor. Para estandarizar la prueba, se
recomienda que todas las muestras de prueba estén siempre precalentadas, incluso si no se espera FVIII
o FIX exégeno. El procedimiento de calentamiento debe ir seguido de una etapa de centrifugacién, de
2 minutos a 4000 g, para eliminar los residuos en el plasma causados por el calentamiento. Este paso de
calentar las muestras para la prueba del inhibidor no se ha evaluado para todos los productos disponibles
para el tratamiento del paciente. Por lo tanto, para cada producto de FVIIl o FIX modificado molecularmente,
debe demostrarse que el FVIIl o FIX residual se deteriora debido al procedimiento de calentamiento. El
emicizumab no se destruye por la etapa de precalentamiento; sin embargo, los inhibidores del FVIII se
pueden medir en presencia de emicizumab utilizando un método del FVIIl cromogénico bovino. Vale la
pena recordar que algunos pacientes usan concentrado de factor y emicizumab concomitantemente, por
lo que es necesario un tratamiento térmico.

Dilucién de la muestra: Para valorar el inhibidor, la prueba debe realizarse con multiples diluciones del
plasma de prueba. La forma en que se selecciona el factor de dilucién no se limita a un nimero especifico,
ya que depende de si se conoce el titulo del inhibidor anterior.

Plasma combinado normal para la prueba de inhibidores: Para evaluar la actividad del inhibidor en la
muestra de prueba, es necesario presentar una fuente “externa” de FVIIl o FIX para este inhibidor. Esta
fuente externa se basa en el “pool” o combinacién de plasma normal, por lo que es importante tener en
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cuenta que cualquier error en esta etapa puede generar resultados falsos positivos y negativos. Al preparar
un grupo para las pruebas de inhibidores, se debe medir la actividad del FVIIl o FIX'y la desviacién de
este valor debe controlarse durante el tiempo de almacenamiento o cuando se produce un nuevo lote.
Se debe utilizar una combinacién de plasma normal para garantizar que el nivel de FVIIl o FIX esté cerca
de 1 Ul/ml (100 %). Un nivel mas bajo de factor en el grupo plasméatico normal puede resultar en una
sobreestimacion del titulo del inhibidor, mientras que un nivel més alto del factor puede resultar en una
subestimacién del titulo del inhibidor. Es aceptable una desviacion méxima del 5% de 1 Ul/ml de FVIIl o
FIX en la combinacién de plasma normal. La fuente externa de FVIII o FIX se puede producir mediante la
preparacion de la combinacion de plasma normal o a partir de una fuente comercial y se puede congelar
o liofilizar. Se sugiere un minimo de 20 donantes para obtener plasma con un nivel de FVIIl o FIX cercano
a 1 Ul/ml. El FVIIl es un factor de coagulacién termolébil, lo que significa que, durante una incubacién
de 2 horas a 37 °C, habra una pérdida significativa de la actividad del FVIII debido a un cambio en el pH.
Para estabilizar el pH durante la incubacién, el plasma normal utilizado debe amortiguarse. Esto se puede
hacer usando solucién amortiguadora de imidazol o solucién amortiguadora HEPES.

Protocolo para la prueba de inhibidores de FVIIl'y FIX: En 1975, Kasper et al describieron un método para
determinar los inhibidores de FVIIl y FIX, y hasta la fecha, esta sigue siendo la prueba mas estandarizada,
conocida como la prueba de Bethesda. En 1995, se describié el método de Nijmegen, una modificacion
del ensayo de Bethesda, con algunas diferencias: (1) la introduccién de un grupo tamponado para mejorar
la estabilidad del FVIII durante la incubacién, y (2) plasma deficiente en FVIII para usar en la mezcla de
control. Este método modificado de Bethesda fue recomendado por la Sociedad Internacional de Trombosis
y Hemostasia (ISTH) como método de referencia para la prueba de inhibidores del FVIII (Verbruggen et
al, 1995). La prueba del inhibidor es un método indirecto y se basa en el principio de la inactivacion del
factor de coagulacion de una fuente externa conocida por el inhibidor en la muestra de prueba durante
un periodo de incubacién. Una unidad Bethesda se define como la cantidad de inhibidor que neutralizara
el 50% de una unidad de FVIIl afadida en 2 horas a 37 °C.

Reactivos y equipos:

* Solucién amortiguadora para dilucién (parte 1)
Solucién amortiguadora de imidazol o HEPES (abajo)
Plasma normal combinado (parte 2)

Plasma deficiente en FVIII

Cefalina (reactivo TTPA)

Tubos de plastico

Tabla 22. Solucién amortiguadora de imidazol o HEPES

Solucién amortiguadora

Imidazol Mezcle 1 parte de solucién amortiguadora de imidazol 4M con 39 partes de plasma norma
combinadol. Después de mezclar, el pH debe ajustarse entre 7,3y 7,5.

HEPES Mezcle 1 parte de solucién amortiguadora HEPES 1M con 9 partes de plasma normal combinado.
Después de mezclar, el pH debe ajustarse entre 7,3y 7,5.

Método: Preparar diluciones del plasma de prueba en tubos de plastico hasta un volumen final de 0,2 ml
utilizando la solucién amortiguadora para dilucién. Las diluciones requeridas para cada paciente pueden
cambiar. Un punto de partida sugerido seria comenzar con una muestra sin diluir y luego realizar diluciones
de 1/2, 1/4, 1/8, etc.

Nota: Si el paciente se ha sometido previamente a un ensayo de inhibidores, el nivel puede proporcionar
una guia aproximada sobre qué diluciones se deben utilizar. Pipetear 0,2 ml de plasma deficiente en FVIII
en otro tubo de plastico. Esto servird como un tubo de control.
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Nota: En el ensayo original de Bethesda, se utilizé soluciéon amortiguadora de imidazol para preparar una
mezcla de control con el grupo de plasma normal. En el ensayo de Nijmegen, la solucién amortiguadora
de imidazol se sustituye por plasma deficiente en FVIII. Se han observado algunas diferencias entre el uso
de plasma inmunodepletado con deficiencia de factor, plasma quimicamente empobrecido y plasma con-
génitamente deficiente. Estas diferencias pueden deberse a la ausencia o presencia de FVW en el plasma,
a la presencia de anticuerpos o a la presencia de fragmentos de FVIII. Dado que el FVW esté presente en
el grupo de plasma normal, no es necesario que el diluyente de la mezcla de control también contenga
FVW y, para reducir los costes, el plasma con deficiencia de factor puede sustituirse por albimina sérica
bovina (BSA) al 4%. El BSA tamponado al cuatro por ciento es un sustituto fiable y econémico del plasma
FVIIl o FIX y favorece la estandarizacion del método.

v Anadir 0,2 ml de plasma normal combinado tamponado al tubo de control y a las diluciones de
plasma de prueba. El nivel de FVIII de todos los tubos serd de aproximadamente 0,5 Ul/ml. Se
considera que esto significa que el grupo de plasma normal tamponado tiene 1 Ul/ml de FVIII.

v Tapar, mezclar e incubar todos los tubos a 37°C durante 2 horas.

v Después de 2 horas, transfiera todos los tubos a un bafo de hielo, a menos que el ensayo de
FVIIl deba realizarse inmediatamente.

v Realizar la prueba de FVIII en todas las mezclas de incubacién utilizando el método habitual de
ensayo de FVIII, método de una etapa o cromogénico (Parte 6).

v Lea el FVIII residual de cada mezcla de ensayo, utilizando el control al 100% (0,5 Ul/ml).

Ensayo de inhibidor de factor

Parte 1 1
. . )
| )

S “ '}' e %
y
56'C 30 minutos Factor exégeno desnaturalizado * > ;ﬁ -
40000 2 minutos Y
Antibéreos gratis de la prueba
Parte 2
A 7 Pacient Plasma Plasma Combinado Ejemplo de control
Normal
Diluciones de la 1 Incubacién a 37°C FVIII:
muestra: 1/2; 1/4; 1/8 Mezcla de prueba 2 hrs. ARREGLAR 15 Mezcla de control

minutos

Medicion de factores
-Una etapa
-Cromogénico

———p Calculo del titulo del inhibidor

Figura 8. Procedimientos de ensayo de inhibidores

Resultados e interpretacién: Para el calculo del inhibidor se elige la dilucién que dé un FVIII residual més
cercano al 50%, pero dentro del rango del 25% al 75%. Cualquier FVIII residual de <25% o >75% no debe
utilizarse para los célculos del nivel de inhibidor. Se puede hacer un gréfico del % de FVIII residual frente a
las unidades inhibidoras en papel log-log a partir de la definicion de la unidad inhibitoria. Lea el nivel de
inhibidor correspondiente al FVIII residual para cada mezcla de ensayo y corrija la dilucién. Por ejemplo,
si el valor mas cercano al 50% del factor residual se encontré en la dilucién 1/4 (es decir, en la mezcla
1/4 + pool normal), el resultado, que sera cercano a 1 unidad Bethesda (BU), debe multiplicarse por 4.
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v/ 1/4 de dilucién + pool normal

v FVIII residual = 50%

v Unidad inhibidora (del grafico) = 1 BU

v Multiplicar por el factor de dilucién (1/4) = 4 BU

Nota: El ensayo del inhibidor se basa en la determinacion del FVIII o FIX residual de la mezcla de plasma
de prueba y control previamente incubado. Los ensayos de Bethesda y Nijmegen se desarrollaron utili-
zando un ensayo de factor de coagulaciéon de una etapa. Sin embargo, las pruebas de inhibidores con
este ensayo tienen limitaciones. La formacion de coagulos en esta prueba puede verse afectada, por
ejemplo, por el anticoagulante lipico (inhibidores de la coagulacién inespecificos) y farmacos como el
emicizumab. Una alternativa para evitar estos problemas es el uso de un método cromogénico. Otra
ventaja de utilizar un método cromogénico en lugar de un ensayo de coagulacién es la mayor precision
de los resultados. Una muestra de paciente sin diluir con actividad residual >75% puede reportarse como
<0,4 BU/ml. En el caso de los inhibidores del FVIII, el Comité Cientifico y de Normalizacion (CSE) de la
ISTH recomienda considerar positivo un resultado >0,6 BU/ml. Ademas de la curva de calibracién, el titulo
del inhibidor se puede calcular utilizando la férmula: (2-log %RA)/0,301. En el caso de un inhibidor de
tipo |, una curva del plasma de prueba de un paciente mostrara paralelismo con la curva de calibracién.
La falta de paralelismo con la curva de calibracién indica un estandar de inhibidor cinético tipo Il diferente.
En el caso de los inhibidores con cinética de tipo II, utilice la diluciéon mas baja que se acerque al 50% de
la actividad residual para el célculo final del titulo del inhibidor.

100 ). 100% Residual = No inhibitor
904
80
70 4
60 —

50 oo 50% Residual FVIII = 1.0 BU/mI

40

30—

20—

RESIDUAL FVIII ACTIVITY (%)

I I I 1
0 5 1.0 1.5 2.0 25

BETHESDA UNITS /ml

Figura 9. Célculo de la actividad de los factores residuales

Notas: Los inhibidores funcionales de la hemostasia mas frecuentemente encontrados son los anticoag-
ulantes lUpicos, que no estéan dirigidos contra factores de coagulacion especificos y cuya presencia debe
excluirse antes de realizar pruebas para inhibidores de factores especificos. La cuantificacién del titulo del
inhibidor se lleva a cabo en el laboratorio, preferiblemente utilizando el ensayo de Bethesda modificado
por Nijmegen Bethesda, ya que esta modificacion ofrece una mayor especificidad y sensibilidad en com-
paracion con el ensayo original de Bethesda. Los resultados positivos del inhibidor del FVIII por debajo
de 2,0 BU pueden confirmarse con el método cromogénico, ya que tiene menos interferencia analitica
y mayor precisién en comparacién con el método de una etapa. El método cromogénico también es la
mejor opcidn si se sospecha la presencia de anticoagulantes lipicos en la muestra de prueba o si contiene
anticoagulantes terapéuticos como heparina o inhibidores directos del FXa o Flla. Todos los anticuerpos
anti-FVIl que no se detectan en el ensayo de Nijmegen-Bethesda pueden ser clinicamente relevantes
porque pueden aumentar el aclaramiento del FVIIl y pueden medirse mediante ELISA.

Ensayos de inhibidores del factor de von Willebrand: La EVW se considera el trastorno hemorragico
hereditario mas comuin conocido en los seres humanos, con una prevalencia poblacional del 1% y una
prevalencia sintomatica de 1 en 1000 (Bowman et al, 2010). Las opciones de tratamiento incluyen la infusiéon
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de concentrados de FVW, que generalmente también contienen FVIII, administrados para prevenir o tratar
los episodios hemorragicos. Los aloanticuerpos frente al FVW tienen una prevalencia de entre el 7 y el
9,5% (James et al, 2013; Pagliari et al, 2023). En estos casos, el tratamiento con concentrados de FVW es
ineficaz, y se han notificado episodios de anafilaxia con exposicién posterior al FVW (James et al, 2013).
Como ya sabemos, la deficiencia de FVW puede explicarse por diferentes mecanismos derivados de los
tipos de defectos genéticos identificados. Esta variabilidad de los defectos genéticos contribuye a una
heterogeneidad de inhibidores dirigidos a diferentes epitopos de la molécula del FVW. Por esta razén,
la deteccién en laboratorio de estos anticuerpos es un desafio (Connell et al, 2021; Miller, 2021; Sarji et
al, 1974). En 1974, Sarji et al (1974) reportaron por primera vez de un caso de aloanticuerpos contra el
FVW en un paciente con mdltiples transfusiones. El inhibidor del FVW se midié utilizando un método
andlogo al método de Bethesda para los inhibidores del FVIII (Sarji et al, 1974). Aunque no existe una
estandarizacién para la identificacion de los inhibidores del FVW, el método de Bethesda ha sido utilizado
por la mayoria de los laboratorios (Favaloro et al, 2022), con la diferencia de utilizar métodos que evaltan
la actividad del FWF en lugar de la prueba del FVIII o FIX. Actualmente existen diferentes tipos de métodos
disponibles para detectar la actividad del FVW, con diferentes sensibilidades y especificidades, por lo
que es importante considerar que esta variabilidad de métodos influye en la sensibilidad y especificidad
de la deteccién de estos inhibidores (Favaloro et al, 2022). Los anticuerpos contra el FVW no tienen las
caracteristicas de depender del tiempo y la temperatura, por lo que pueden evaluarse inmediatamente
después de la prueba de mezcla (Sarji et al, 1974). El método clésico del cofactor de ristocetina, que
evalla la interaccion del FVW con las plaquetas fijadas en presencia de ristocetina, asi como el método
de evaluacién del coldgeno y el método de ganancia de funcién, son opciones que ya han sido evaluadas
y que han demostrado ser métodos con buena sensibilidad y estabilidad, a pesar de presentar resultados
diferentes como se ha comentado anteriormente. Todavia no se han evaluado otros métodos disponibles
para este tipo de investigacion. También se han descrito métodos inmunolégicos que detectan anticuer-
pos neutralizantes y no neutralizantes. En relacién con el desarrollo de autoanticuerpos que caracterizan
la EVW adquirida, los pacientes con neoplasias mieloproliferativas (NMP) son un subgrupo que presenta
complicaciones hemorragicas relacionadas con la actividad del FVW. Se observan resultados falsos en
muestras de pacientes con NMP, dependiendo de la tecnologia aplicada. La investigacién de laboratorio
de los inhibidores del FVW caracterizados por aloanticuerpos y autoanticuerpos debe realizarse con cautela
en vista de las diferentes posibilidades metodoldégicas. El rendimiento de todos los métodos modernos
disponibles actualmente auin no esta claro (Noye et al, 2024; Fava loro et al, 2022).

Anticuerpo antifirmaco (ADA) en el laboratorio de coagulacién - Emicizumab: El emicizumab es un
anticuerpo biespecifico que se une a FIX/FIXa y FX/FXa humanos y actlia como un mimético de la funcién
del FVIII. Sin embargo, no estéd regulado por los mecanismos que regulan el FVIII (Mahlangu et al, 2018,
Mahlangu et al, 2022). La prueba de cribado de TTPA se reduce considerablemente con emicizumab (es
decir, por debajo del rango de referencia, independientemente de los reactivos utilizados). El emicizumab
afecta a todas las pruebas y ensayos de laboratorio basados en TTPA. El emicizumab también interfiere
con los ensayos cromogénicos para medir el FVIII utilizando FIXa y FX humanos, pero no con los que uti-
lizan FIXa y FX de origen bovino (Bowyer et al, 2021; Jenkins et al, 2020). El emicizumab puede medirse
e reportarse en pug/ml utilizando un ensayo modificado de una etapa con mayor dilucién de la muestra
y calibrado con calibradores especificos para emicizumab. Los anticuerpos antifarmacos (ADA) pueden
desarrollarse después de una dosis Unica o la administracién repetida de una proteina terapéutica, y pueden
afectar la farmacocinética, la farmacodinamia, la eficacia y/o la seguridad de esta proteina terapéutica.
Los estudios que evaltan las caracteristicas de la ADA en pacientes tratados con emicizumab muestran
que la prueba de TTAP puede prolongarse junto con episodios hemorragicos en presencia de anticuerpos
con accién neutralizante (Novembrino et al, 2023; Valsecchi et al, 2021). En este caso, cuando se midid el
nivel de emicizumab, mostré una reduccion significativa. La actividad neutralizante de estos anticuerpos
no se identificé claramente en los métodos funcionales, ni siquiera para el ensayo Bethesda modificado
(Kaneda et al, 2021). El nivel de la unidad de Bethesda identificada parece ser mas bajo de lo esperado
en comparacion con la prueba que mide el nivel de emicizumab. Todavia no se ha establecido el papel de
las pruebas funcionales para el ADA, pero pueden ser complementarias a la medicion del nivel plasmatico
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del fArmaco en estos casos. La FMH recomienda medir los niveles de emicizumab utilizando un ensayo
modificado de un solo paso con mayor dilucién de la muestra y calibrado con calibradores especificos
para emicizumab (Srivastava et al, 2020).
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