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Generalidades

La medicién del FVIII en plasma de pacientes se realiza en varios escenarios,
que incluyen: diagndstico y manejo de enfermedades congénitas y
adquiridas como Hemofilia A (deficiencia especifica del factor), diagndstico y
manejo de la enfermedad de von Willebrand congénita y el sindrome de von
Willebrand adquirido, asi como la evaluacion del riesgo de trombofilia
asociado a concentraciones muy elevadas de FVIII.

Contar con un método exacto y sensible para la determinacién de este factor
es esencial para el apoyo en el diagndstico. Actualmente hay disponibles tres
tipos de ensayos principales para la determinacién de FVIII, estos incluyen
ensayo de coagulacion de una etapa, ensayos de coagulacion de dos etapas
y el ensayo cromogénico; la finalidad de esta revision es mostrar las
caracteristicas, diferencias, asi como las interferencias que se pueden
presentar en cada uno.

El ensayo de FVIII utilizado debe ser capaz de detectar niveles de FVIII debajo
de 1 Ul/ dL en hemofilia A severa. Los ensayos de FVIII son cruciales en el
diagndstico de hemofilia A, clasificando la gravedad y el seguimiento de la
terapia con FVIII.

Descripcion de Métodos
Ensayo coagulométrico o de una etapa

El principio del método para medir la actividad de FVIII en una etapa consiste
en la medicion del tiempo transcurrido en la formacion de un codgulo y esta
basado en el tiempo de tromboplastina parcial activado (TTPa), es el mas
comunmente utilizado en el laboratorio clinico. Mide la capacidad de una
muestra de plasma del paciente para acortar el TTPa de un plasma deficiente
de FVIII (el cual ha sido obtenido o de un paciente con hemofilia A severa o
por inmunodeplecion del FVIID. El plasma deficiente de FVIII y la muestra del
paciente son incubadas previamente con el reactivo de TTPa el cual contiene
un activador de contacto (dependiendo del reactivo y presentacion, pueden
ser: caolin, acido eldgico, silice, polifenoles por mencionar algunos) y
fosfolipidos. Finalmente, tras la incubacién se afiade cloruro de calcio para
promover la formacién de fibrina midiendo el tiempo que tarda en generarse
el codgulo. Este resultado es comparado con un estandar, es decir una curva
de calibracion generada a partir de diferentes muestras que contienen
concentraciones conocidas del factor o bien de un calibrador el cual ha sido
sometido a diferentes diluciones.

Los beneficios de esta metodologia incluyen la simplicidad y la facilidad de
automatizacion. El ensayo de una etapa puede ser éptimo para detectar
niveles de FVIIl normal o disminuido mas que de concentraciones elevadas.

Los desafios del ensayo de una etapa incluyen que tiene mayor probabilidad
de verse afectado por la presencia de farmacos anticoagulantes,
especificamente heparina, inhibidores directos de trombina, inhibidores
directos de Xa, con respecto a las otras metodologias.

La utilidad clinica del ensayo de una etapa parece ser cuestionable ya que se
han reportado falsos niveles altos de FVIIl en comparacién con el ensayo FVIII
cromogénico o de dos etapas en casos de hemofilia A leve. Intermedios
activos como FX y trombina pueden causar niveles imprecisos de FVIII con el
ensayo de una etapa, ya que el ensayo estd basado en la formacién del
coagulo, también ha sido informado que las concentraciones de heparina en
exceso de 0.7 Ul/mL causan una reduccion en los niveles de FVIII cuando se
mide por ensayos de una etapa en comparacion, la misma cantidad de
heparina tenia poco o ningun efecto cuando el FVIII se mide por método
cromogénico.

La presencia de inhibidores de FVIII e inhibidores como anticoagulante
lUpico (en sindrome de anticuerpos antifosfolipidos) también pueden
interferir obteniéndose niveles bajos de FVIIl en el ensayo de una etapa. Por lo
tanto, el método cromogénico tiene distintas ventajas sobre el ensayo de una
etapa al no presentar interferencias por la presencia de inhibidores o
heparina. Esto hace que sea un ensayo mas robusto que el de una etapa.

Ensayo Cromogénico

El ensayo de actividad de FVIII por método cromogénico se basa en un
principio similar al ensayo de dos etapas. En la primera etapa, el plasma del
paciente (que contiene la cantidad desconocida del FVIII funcional) se agrega
a una mezcla de reaccién que consiste de trombina o protrombina, FIXa, FX,
calcio y fosfolipidos. Esto casi de inmediato produce FVllla que funciona
formando un complejo con el FIXa, para activar al FX.

Cuando se detiene la reaccion, se supone que la producciéon de FXa es
proporcional a la cantidad de FVIII funcional presente en la muestra. La
segunda etapa del ensayo mide la actividad del FXa a través de la escision de

un péptido sintético similar al sustrato natural especifico para el FXa que esta
ligado a un cromadforo (para-nitroanilina). Esta ruptura produce la liberaciéon
de para-nitroanilina dando reaccion colorida que se puede medir
fotométricamente por absorbancia a 405 nm. El color producido es
directamente proporcional a la cantidad de FVIII funcional presente en la
muestra interpolando la lectura en una curva de calibracién estandar.

El ensayo cromogénico no se ve afectado por la presencia de FVllla similar al
ensayo de dos etapas. También es menos probable que exista interferencia
por heparina o inhibidores directos de la trombina en los ensayos de una
etapa. Sin embargo, puede verse afectada por la presencia de inhibidores
directos del FXa, que resulta en una actividad falsamente disminuida de FVIII,
limitandonos un poco en la utilidad de estos ensayos para el diagndstico de la
hemofilia A asi como su seguimiento.

Cabe resaltar que hoy dia existe un medicamento Emicizumab, para el
tratamiento de hemofilia en pacientes que han desarrollado inhibidores
(anticuerpos anti FVIII) como resultado de las terapias de reemplazo del
factor VI, aproximadamente un tercio del total del remplazo.

Emicizumab contiene anticuerpos monoclonales biespecificos disefiados para
posibilitar la unién de los factores [Xa y X permitiendo que el proceso de la
coagulacion continde sin la necesidad de reemplazar el FVIIl en pacientes con
hemofilia A. Siendo un tratamiento profildctico (preventivo) que se administra por
Via subcutdnea para utilizarse una vez por semana o como el hematdlogo lo
considere.

Para pacientes que llevan este tratamiento estd recomendado realizar el
ensayo de FVIII Cromogénico en la titulacion de inhibidores para evitar las
interferencias que se pueden presentar.

Conclusiéon

El ensayo cromogénico se correlaciona de manera satisfactoria con el
ensayo basado en la deteccion de la formacion de codgulo de una etapa
para muestras de pacientes normales, su precision es mejor que el
método coagulométrico de una etapa con niveles elevados de factor VIl
y no existen interferencias relacionadas con heparinas, inhibidores directos
de la trombina o anticoagulante IUpico. Tanto la precision y sensibilidad a
niveles bajos de la actividad del factor VIII es similar a la de los ensayos
coagulométricos. Puede ser posible reemplazar el ensayo basado en la
deteccion de codgulo de una etapa por el método cromogénico.

El método cromogénico para medir la actividad del FVIII muestra ser
superior al método coagulométrico de una etapa cuando se analizan
muestras heparinizadas. Sin embargo, la estabilidad de ambos ensayos
debe evaluarse mas a fondo, determinando el efecto de otros factores
externos, como FX, anticoagulante IUpico (APS), inhibidores de FVIII y
trombina.

El ensayo cromogénico de FVIII se puede introducir al panel de pruebas
diagndsticas y de monitorizacién en los laboratorios cuando se realice un
estudio mas profundo en personas con hemofilia A. Recientemente se ha
recomendado que todos los pacientes con hemofilia y los centros de
tratamiento de hemofilia implementen este método.

El ensayo cromogénico de FVIII esta siendo cada vez mas utilizado en la
asignacion de la potencia del FVIII para las terapias de reemplazo por los
fabricantes de concentrados terapéuticos y solicitados por los médicos
que manejan a pacientes con hemofilia A.
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