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Introduccion

Los inhibidores especificos de factores son un sub-
grupo de anticuerpos que interfieren con la funcion
de los factores de coagulacion.

El anticuerpo contra el FVIII puede ser de caracter
inhibitorio, ya que neutraliza la actividad del FVIII,
o no inhibitorio, es decir, no neutralizante, que puede
incrementar la depuracion del FVIIIL. Los anticuer-
pos inhibitorios se titulan por Bethesda o Nijmegen,
y los no inhibitorios se titulan por ELISA.

El inhibidor de factor VIII (FVIII) es una inmuno-
globulina (IgG) que reconoce epitopes funcionales
en la molécula de FVIII, inhibiendo de este modo la
funcionalidad de la proteina.

Los anticuerpos sin actividad de inhibidor también
pueden disminuir la respuesta de los concentrados
de FVIII como resultado de un aumento de la tasa
de depuracion del complejo antigeno-anticuerpo.
Por lo tanto, encontrar una farmacocinética anormal
en el factor VIII infundido no siempre es debido a la
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presencia de inhibidores funcionales.

EL inhibidor de FVIII puede ser caracterizado como
de tipo I o de tipo II, de acuerdo a su cinética de
accion. El inhibidor de tipo I es un aloanticuerpo de
inhibicion completa que puede aparecer en hemofi-
licos tratados con FVIII, y el tipo II es un autoanti-
cuerpo de inhibicion parcial con actividad residual
de FVIIIL, que reacciona contra el FVIII endogeno.
La incidencia de apariciéon de inhibidores en pa-
cientes con hemofilia A congénita es de 25-30% en
hemofilia A severa, afectados por los genotipos que
carecen por completo de FVIII, y de 1-7% en pa-
cientes con hemofilia A leve o moderada‘-?.

En pacientes con hemofilia A severa el desarrollo de
inhibidor se debe a la respuesta inmune contra la te-
rapia de reemplazo.

En pacientes con hemofilia A no severa (leve o mo-
derada) la presencia de un inhibidor es una compli-
cacion grave, y debe sospecharse ante un patron de
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sangrado similar al de hemofilia A severa, y en algu-
nos casos la clinica se asemeja a la observada en he-
mofilia A adquirida. En hemofilia A leve el inhibidor
puede ser tanto de tipo I como de tipo I, aunque éste
ultimo es el mas frecuente. Se caracterizan por ser
inhibidores de alto titulo y por ser mas frecuentes en
la segunda y tercer década de la vida®.

Existe otro trastorno hemorragiparo, conocido como
hemofilia A adquirida, que surge por la aparicion de
autoanticuerpos contra el FVIIL. Su incidencia es de
1.5 casos cada millon de habitantes por afio, pero
entre los 65 y 85 afios llega a ser de 9 casos por
millon de habitantes, y en los mayores de 85 afos,
15 por millén.

Teniendo en cuenta las dificultades asociadas con el
tratamiento en pacientes con inhibidores de FVIII,
la prediccion, prevencion, y la deteccion temprana
de inhibidores en los pacientes hemofilicos se ha
convertido en una importante prioridad de gestion.
Se requieren examenes regulares con un ensayo de
inhibidor de FVIII sensible y especifico.

Método de deteccion de inhibidor: aPTT incuba-
do 2 horas a 37°C

El inhibidor de FVIII tiene una caracteristica tnica,
que es tiempo y temperatura dependiente y no ocu-
rre con ningun otro inhibidor especifico o no especi-
fico de los factores de la coagulacion, con la posible
excepcion del factor V@,

Esta informado que un 15% de anticoagulantes 11-
picos son tiempo y temperatura dependiente, esto
es debido a un artefacto del cambio del pH con la
incubacion mas que a una caracteristica de este in-
hibidor®.

Para evaluar si el inhibidor es tiempo y temperatura
dependiente se deben incubar en eppendorf distin-
tos, cantidades iguales de pool de plasma normal y
plasma del paciente, y ademas se debe realizar una
mezcla 1:1 de plasma del paciente y pool de plasma
normal (mezcla incubada), cuyo volumen final sera
igual al de los anteriores. Los tres eppendorf se in-
cuban bien tapados en bafio termostatizado a 37°C.
Al transcurrir las dos horas (algunos autores indi-
can luego de una hora) se retiran los eppendorf del
bafio y se realiza una mezcla 1:1 de pool de plasma
normal incubado mas plasma del paciente incuba-
do (mezcla inmediata: mezcla control). El aPTT de
un plasma normal incubado en estas condiciones se
prolonga ligeramente por el descenso de la actividad
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de FVIIL. El aPTT en segundos de la mezcla control
(mezcla inmediata) se compara con la mezcla de pa-
ciente mas normal incubado 2 Hs a 37°C (mezcla
incubada), y se dice que el inhibidor esta presente
cuando el resultado de la mezcla incubada es mas
largo que el control en un nimero de segundos (al-
gunos utilizan mayor e igual a 8§ 6 10 segundos) o
en porcentaje, por ejemplo mayor o igual a 10%©.
Un resultado falso positivo de la mezcla de incuba-
cion puede ocurrir si se utiliza plasma con EDTA
en lugar de citrato (esta situacion podria suceder
cuando se recibe una muestra derivada, sin que se
haya tenido en cuenta las condiciones preanaliticas
necesarias que se requieren)!”.

Tanto los ensayos de inhibidor, como asi también
otras pruebas de coagulacion, requieren que la con-
diciones preanaliticas del ensayo se cumplan, de
forma contraria los resultados de la etapa analitica
seran erroneos.

Tras la confirmacion de la presencia de un inhibidor
tiempo y temperatura dependiente, se debe titular el
inhibidor.

Titulacion de inhibidor de FVIII

Todos los ensayos de inhibidores de FVIII se basan
en un método universal, que es la medicion de la
disminucion de la actividad del factor VIII (activi-
dad residual) de una mezcla testeada (fuente exo-
gena de factor VIII -pool de plasma normal, cali-
brador- mas el plasma del paciente con el supuesto
inhibidor), respecto al FVIII de la mezcla control,
luego de incubarlas 2horas a 37°C. La mezcla con-
trol se realiza con el mismo método sustituyendo el
plasma del paciente por buffer o por una muestra de
plasma control que no contiene inhibidor (plasma
deficiente en FVIII comercial, o plasma de un pa-
ciente con hemofilia A severa sin inhibidor).

La actividad residual del FVIII es definida como el
porcentaje relativo de actividad del factor en una
mezcla testeada comparada con la mezcla control.
Actividad residual % = (FVIII medido en la mezcla
del paciente / FVIII medido en la mezcla control)
*100.

Es importante respetar el tiempo y la temperatura de
incubacion de las mezclas en el ensayo de inhibidor.
Las condiciones estandarizadas son 2 Hs a 37°C. Si
el tiempo de incubacion es mayor a las 2 Hs aumen-
ta la variabilidad del ensayo; lo mismo sucede si no
se respeta la temperatura de incubacion.
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El FVIII se puede medir por ensayo coagulométri-
co en una etapa, sin embargo los ensayos basados
en métodos coagulométricos tienen serios inconve-
nientes, pueden ser influenciados por la presencia
de otros anticuerpos, como anticoagulante lupico
u otros inhibidores no especificos, o por muestras
con heparina. Métodos alternativos como el ensayo
cromogénico, ELISA o inmunoensayos basados en
fluorescencia (FLI) pueden ser usados para mejorar
la sensibilidad y especificidad del ensayo, aunque
los ensayos inmunoldgicos no son recomendados
para la deteccion de inhibidores, ya que no discri-
minan entre los anticuerpos inhibitorios y no inhi-
bitorios®19.

Ensayo Bethesda

En 1975, Kasper et al. describen el ensayo Bethesda,
el cual se realiza mediante la mezcla 1:1 de plasma
del paciente con un pool de plasma normal (como
fuente de FVIII) y una mezcla 1:1 de pool de plas-
ma normal con tampo6n imidazol como la mezcla de
referencial?.

Unidad Bethesda: se define como la concentracion
de inhibidor capaz de inactivar la mitad del FVIII
presente en una mezcla de partes iguales de plasma
del paciente y de pool de plasma normal, incubado
2 Hs a 37°C (figura 1). Las UB/ml de las muestras
de pacientes pueden calcularse como: (2 — log acti-

100,0 9<186;6
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hombres y mujeres, en un rango etario de entre 20 y
50 afios. Anticoagulante: citrato de trisodio dihidra-
tado 0,109M (3,2%).

ECAT Foundation es un control de calidad externo,
que provee muestras incognitas para testear el inhi-
bidor de FVIII. A raiz de que la prueba tiene un CV%
intra e inter-laboratorio muy elevado, se propuso
ciertas condiciones para estandarizar el ensayo:

- pool de plasma normal (PPN):

La actividad del FVIII del PPN debe ser de 100%
(=1 Ul/ml) +/- 5%. El FVIII debe ser calibrado
contra un estandar internacional.

Niveles mayores de FVIII en el PPN daran me-
nor porcentaje de FVIII acomplejado, con mayor
actividad residual y, por lo tanto, menor titulo del
inhibidor. A la inversa, menor nivel de FVIII en el
PPN dara un titulo de inhibidor mas alto.

- dilucion de las muestras:
Las muestras deben ser ensayadas sin dilucion en
casos de pacientes con titulos menores a 2 UB/ml.
Si el titulo es mayor a 2 UB/ml se sugiere realizar
las siguientes diluciones, dependiendo del rango
del titulo del inhibidor:

Rango de inhibidor
(UB/ml)

Factor de dilucidn corres-
pondiente

0,0-2,0

0

2,1-6,0

3(=1+2)

Actividad residual

vidad residual) / 0.301.
0
\}25
10,0

0,00 1,00 2
UB/mI

Figura 1. Curva de calibracion para la
cuantificacion de Inhibidor

En este ensayo es muy importante la preparacion del
pool de plasma normal. Segun la “Guia de diagnos-
tico de hemofilia y trastornos de la coagulacion” se
prepara con donantes, como minimo 20 personas sa-
nas que no tomen medicacion que puedan interferir
en las pruebas de hemostasia. Se admiten mujeres
que tomen anticonceptivos orales. Es convenien-
te que sea aproximadamente la misma cantidad de
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6,1 -20,0

10(=1+9)

20,1 - 60,0

30(=1+29)

Estas fueron las diluciones recomendadas, sin em-
bargo hay laboratorios que cuando el inhibidor es
positivo, emplean diluciones al 1/2, al 1/4, etc. del
plasma del paciente. Para calcular el titulo del inhi-
bidor hay que tener en cuenta el valor de la dilucion
empleada. Por ejemplo si la dilucién con un factor
VIII residual de 50% es 1:10, el valor de 1 UB debe
ser multiplicada por 10, entonces el titulo de inhibi-
dor del paciente sera 10 UB/ml.

Independientemente de como se realiza la dilucion,
la correcta serd aquélla que deja un FVIII residual lo
mas cercano al 50%, entre un 25% y un 75%, ya que
fuera de esta actividad residual no hay linealidad en-
tre la actividad del inhibidor y la actividad residual
del FVIIL. Escoger diluciones erroneas dara resulta-
dos erréneos, porque se obtendra un FVIII residual
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no adecuado, y por lo tanto el titulo del inhibidor
sera incorrecto.

Ensayo Nijmegen
La sensibilidad y especificidad del ensayo de inhibi-
dor fue mejorada por el método Nijmegen modifica-
do, o también llamado ensayo Bethesda-Nijmegen,
al utilizar un pool de plasma normal buffereado a
PH 7.4 y al remplazar el buffer imidazol por plasma
deficiente en FVIII libre de inhibidor!?.
Estas modificaciones se realizaron con el fin de dis-
minuir la incidencia de resultados falsos positivos.
Sin embargo, en los controles de calidad externa se
observan falsos positivos (hasta 32%) y falsos nega-
tivos (hasta 5%) y no se observo una mejoria. Esto
manifiesta la variedad de métodos usados por los
diferentes laboratorios para realizar el ensayo Nij-
megen!?,

- pool de plasma normal buffereado. Puede ser ob-

tenido de diferentes formas:

» tamponado con acido N-2-hidroxietilpipe-
razina-N’-2-etano sulfénico (HEPES, por su
denominacion en inglés) a 5 g por 100 ml de
citrato de trisodio'¥.

» tamponado con imidazol s6lido en la siguiente
proporcion: cada 25 ml de solucion de citrato
0,106M de sodio afnadir 1,7 g de imidazol so-
lido. Esta modificacion mejora la sensibilidad
y especificidad de la prueba.

» tamponado con buffer imidazol 4M, pH7.4:
mezclar 1 volumen de este buffer con 39 vo-
limenes de PPN. El pH del PPN buffereado
debe ser verificado y eventualmente ajustado
entre 7.3 and 7.519.

El objetivo de este procedimiento es que el pH tanto
de la mezcla control como de la mezcla a ensayar se
mantenga estable durante las 2 horas de incubacion
entre 7,3y 7,5.
Mezclas no tamponadas pueden resultar en el au-
mento del pH durante la incubacion y causar una in-
activacion inespecifica del factor VIII, dando titulos
de inhibidor aberrantes.
Hay reportes del uso de plasma calibrador en lugar
de pool de plasma normal buffereado, pero esta mo-
dificacion atin no esta validada.

- plasma deficiente en FVIII:
Es empleado en la mezcla de referencia, y en el caso
de que el inhibidor sea positivo sera empleado para
realizar las diluciones de la muestra del paciente.
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Una recomendacion de ECAT Foundation y otros
autores es utilizar plasma deficiente en FVIII que
contenga vVWF en cantidades normales. La ausencia
de vWF en el plasma deficiente puede dar resulta-
dos falsamente disminuidos del titulo de inhibidor.
Como el vWF es el transportador natural del FVIIIL,
su concentracion es esencial para estabilizarlo du-
rante el proceso de incubacion.

El tipo de plasma deficiente en FVIII usado en la
mezcla control y como plasma sustrato en el ensayo
de actividad residual tiene influencia en el resultado
del ensayo de inhibidor, especialmente en el rango
de 0.0 a 1.0 NBU/ml1"%,

Para disminuir los costos del ensayo también puede
utilizarse albumina sérica bovina (BSA) al 4% en
la mezcla control en combinacioén con plasma defi-
ciente en FVIII que contenga vVFW como sustrato.
Estudios demuestran que hay buena correlacion en-
tre el titulo de inhibidor obtenido empleando plasma
deficiente en FVIII congénito o inmunodepletado y
el obtenido con BSA al 4% en la mezcla control.
Ademads se reporta no haber diferencias entre em-
plear BSA al 4% o BSA al 4% que contenga vVWF(7,
Cuando se realiza el método Nijmegen en plasma de
pacientes que tienen hemofilia A moderada, leve, o
que son HAS pero que tienen FVIII residual luego
de infundirse, es necesario eliminar el FVIII pre-
sente en esas muestras. Para ello debe calentarse
el plasma a 56 o 58°C en un tiempo de incubacion
que varia segun los autores, algunos hacen el pro-
cedimiento durante 30 minutos, otros en un tiempo
mas prolongado durante una hora y media. Cada la-
boratorio debe establecer el tiempo de incubacion
necesario para eliminar la actividad de factor VIII.
Luego de la incubacion, el plasma es centrifugado
durante al menos 2 min a 4000 g (centrifuga refri-
gerada de tubos eppendorf), y se separa el sobre-
nadante, que es el que se va a utilizar para realizar
el ensayo. Este sobrenadante no contiene factores
de coagulacion, pero si factor de von Willebrand y
quedan los anticuerpos que van a titularse por ser
temperatura-resistentes.

Cuando se realiza el método Nijmegen calentando
el plasma del paciente a 56 o 58°C para eliminar el
FVIII, es necesario realizar la mezcla control en las
mismas condiciones que se ensayan a la mezcla del
paciente. Con lo cual también habra que incubar el
plasma deficiente en FVIII a 56 o 58°C, que luego
se va mezclar con el PPN buffereado y, en caso de
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haber inhibidor, se empleard para realizar las dilu-
ciones del paciente.

Métodos alternativos para mejorar la sensibili-
dad y la especificidad

Tanto el método convencional Bethesda o la modi-
ficacion Nijmegen son los ensayos mas usados en el
ambito clinico, sin embargo ambos ensayos pueden
no detectar inhibidores con baja actividad, que pue-
den ser clinicamente significativos y estar presentes,
por ejemplo, en pacientes que estan en la fase tardia
de induccion de inmunotolerancia (ITT).

Ante estas circunstancias se desarrollaron métodos
mas sensibles y especificos de titulacion. Una mo-
dificacion esta basada en el ensayo Nijmegen, pero
la actividad residual del FVIII se mide por método
cromogénico (CBA) en lugar de medirse por méto-
do coagulométrico en una etapa. El método cromo-
génico es mas especifico en la titulacion de aFVIII
ya que permite detectar inhibidores en forma aislada
o en coexistencia con inhibidor lipico, aportando
de este modo, una solucion al problema diagndstico
planteado en los pacientes con hemofilia A"®. Otra
es utilizar un nuevo método FLI, basado en la unioén
de los anticuerpos al FVIII recombinante ligado a
microesferas de poliestireno. Estudios mostraron
que este tltimo método puede detectar titulos de an-
ticuerpos por debajo de 0.03 NBU/ml1"?.
Inhibidores de bajo titulo detectados con ensayos
coagulométrico en una etapa deben ser repetidos
para confirmar, y muestras con 0.5-1.9 NBU/ml de-
ben ser chequeadas con métodos CBA o FLI para
asegurar la reactividad de los anticuerpos contra el
FVIII®,

Ante un nuevo inhibidor se debe requerir una se-
gunda muestra y evaluar la historia clinica del pa-
ciente, incluyendo a qué productos de infusion y
dosis estuvo expuesto durante los 4 meses previos a
la deteccidn del inhibidor para evaluar los factores
de riesgo.

Otro ensayo desarrollado es el método LTA, que
presenta un bajo limite de deteccion y que es alrede-
dor de 20 veces mas sensible que el método Nijme-
gen para inhibidores de FVIII con un valor de corte
<0.03 NBU/ml®b.

El principio del método LTA es idéntico al ensayo
Nijmegen excepto por el uso del plasma concen-
trado en lugar del plasma nativo, una relacion de
plasma concentrado/PPN buffereado en la mezcla
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test de 3:1, y el uso de sustrato cromogénico para
el ensayo de la actividad residual de FVIIIL. Hay re-
portes de pacientes que en la fase temprana post ITI
con inhibidor negativo por ensayo Bethesda y Nij-
megen, fueron positivos por LTA, correlacionando
con una menor vida media y recuperacion del FVIII
infundido. Este método alin estd en validacion. Otro
método aun no validado es el SMIA (South Mim-
ms Inhibitor Assay), el cual reemplaza el plasma
deficiente en FVIII del método Nijmegen por pool
de plasma normal a pH controlado (“like for like”).
Este ensayo elimina una variante, debido a la he-
terogeneidad de plasmas deficientes en FVIII que
existen en el mercado, reduce un paso en el ensayo,
y también reduce significativamente los costos. En
la comparacion con el ensayo Nijmegen se obtu-
vieron resultados equivalentes, sin embargo es un
método mas sensible que puede detectar titulos de
inhibidor menores a 0.2 UB/m1®?.
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