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Al director:

La hemofilia es una enfermedad hemorrdgica hereditaria grave que afecta a los

varones en la mayoria de los casos.

Por lo general, los pacientes son diagnosticados en etapas tempranas de la vida
y requieren de terapia sustitutiva o de reemplazo, con productos que contengan

factor VIl o IX (FVIIl, FIX) para lograr el control de los eventos hemorrdgicos.

Una de las complicaciones mds temidas que presentan estos pacientes, es la
aparicion de inhibidores secundarios al tratamiento con los productos de

reemplazo, observandose mds en pacientes con hemofilia A.
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Son varios los factores de riesgo asociados a la presencia de estos anticuerpos:
antecedentes de familiares con inhibidores, tipo de mutacion; terapia sustitutiva
utilizada, intensidad de algunos tratamientos, entre otros.(-? Es prioridad de los
servicios integrales de atencion a los pacientes con hemofilia la deteccion
temprana y oportuna de estos anticuerpos con el proposito de tomar medidas

terapéuticas.

Los inhibidores son aloanticuerpos tipo IgG, tipo 1 o 4 que reconocen epitopes
especificos en los FVIIl y FIX inhibiendo la funcién. En la hemofilia A congénita
son de tipo I, segun el tipo de cinética, porque neutralizan completamente la
accion de estos factores, ademds son tiempo y temperatura dependientes,

reaccionando de forma lenta contra el FVIIl a temperatura de 37 °C.*

El primer método descrito, “Oxford”, fue comunicado por Biggs y Bidwell en el
ano 1959, donde a través de un ensayo de coagulacion en dos etapas, utilizaba
crioprecipitado como fuente de FVIIl y la muestra era incubada durante 1 hora.
Una unidad de inhibidor era definida como la cantidad que destruia el 75 % de la
actividad del FVIII.® -

Este meétodo fue sustituido por el “Bethesda”, descrito por Kaspery y otros en el afo
1975,0) que resulto el ensayo recomendado para esta determinacion durante muchos
anos. Se basa en mezclar el plasma del paciente con hemofilia con una mezcla de
plasma normal en cantidades iguales y se compara con una mezcla de tampdn imidazol
y una mezcla de plasma normal, incubados durante 2 horas a 37 °C., posteriormente

se analizan los resultados obtenidos de cada mezcla y se calcula el FVIII residual.

Este método tiene como desventaja que puede estimar por defecto o por exceso
los titulos de anticuerpos, factores como: cambios en el pH en el tiempo de
incubacion, la temperatura mantenida y la cantidad de FVIII residual, pueden
influir en los resultados, ya sea por la presencia de FVIIl endégeno, secundario al

uso de la terapia sustitutiva o la presencia del anticoagulante lupico.®
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En 1995 Verbruggen y otros”) introdujeron la modificacion de “Nijmegen”, con el
fin de disminuir la incidencia de resultados falsos positivos y negativos en
aquellos casos con titulos bajos de inhibidores. Hubo dos modificaciones
importantes en este método, agregar el buffer imidazol a la mezcla de plasma a
pH 7.4y utilizar plasma deficiente en factor VIII en lugar del tampon en la mezcla
del control. Con estos cambios se lograba mejorar la sensibilidad y especificidad
del método, al mantenerse la estabilidad de la concentracion de la proteina y
del pH. Este método se convirtio en el estandar para el diagndstico de los

inhibidores en hemofilia.®

Cuando se realiza el método “Nijmegen” en pacientes que padecen hemofilia A
moderada, leve, o con enfermedad grave, pero que poseen FVIII residual luego
de infundirse, es necesario eliminar el FVIII presente en esas muestras. Con ese
fin, debe calentarse el plasma a 56 o a 58 °C en un tiempo de incubacion que va

desde 30 minutos hasta 1 hora y media, segun diferentes comunicaciones.(®

En la actualidad, los métodos “Bethesda” y la modificacion “Nijmegen” son los
mds utilizados en la prdctica médica para pesquisar y dar seguimiento a los
pacientes hemofilicos con inhibidores. Es reconocido que estos ensayos no
detectan anticuerpos con baja actividad, y que pueden tener relevancia clinica
en tratamientos como la inmunotolerancia.('” Existen otros factores que
interfieren en el resultado, como es la presencia de otros anticuerpos no
especificos dirigidos contra los factores de la coagulacion, el anticoagulante
lupico o la contaminacidn de las muestras con elementos presentes en el plasma

de los pacientes estudiados lo cual impide la confiabilidad de los resultados. ("

Se desarrollo el método “LTA” (por sus siglas en inglés, low-titre FVIII inhibitor
assay), ensayo de deteccion de inhibidores de bajos titulos, cuyo principio es
ideéntico al “Nijmegen”, excepto por la fuente de la mezcla de plasma. Su valor
limite de deteccion es 0,03 UB. (')
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Se han desarrollado otros ensayos no coagulométricos que buscan mayor
sensibilidad para el rastreo de anticuerpos en titulos bajos. Ellos son: el método
cromogenico, métodos de deteccion por absorcion inmunoenzimadticos (ELISA) e
inmunofluorescencia (FLI, por sus siglas en inglés, fluorescence-based

immunoassay).

Los ensayos ELISA tienen muy alta sensibilidad pero baja especificidad, ya que
detectan ademds anticuerpos no neutralizantes. Aquellos casos que resulten
positivos en este ensayo deben pesquisarse por los métodos coagulométricos
tradicionales. El método FLI, que en la actualidad puede ensayarse en plataforma
Luminex, tiene igualmente alta sensibilidad. Existe otra modificacion que se basa
en la unidn de los anticuerpos al FVIIl recombinante ligado a microesferas de
poliestireno, que muestra deteccion de titulos de anticuerpos por debajo de 0,03
NBU/mL.(”’ 12, 13,14)

Otro meétodo es el “SMIA” (por su siglas en inglés, South Mimms Inhibitor Assay),
desarrollado por Raut S y otros(™» donde se compara el método “Nijmegen”, pero
con sustitucion del plasma deficiente en FVIII por plasma normal a pH 7,4, lo que
permite reducir los pasos y los costos del método. Aun no ha sido implementado

de forma sistemadatica.

Como puede observarse existe diversidad de métodos para reconocer la presencia
y cuantia de inhibidores en hemofilia. Es necesario unificar criterios y seleccionar
un algoritmo de trabajo que minimice los errores derivados en estas detecciones,
lo que permitird la evaluacion correcta de los pacientes con hemofilia y sospecha

de inhibidores
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