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block function, against all coagulation factors, and VWF, or with interference effects, on one or more co-
agulation pathways. Specific inhibitors are either allo-antibodies developed in deficient patients, which
give rise to therapeutic complication; or auto-antibodies, which are present in individuals without previous
defects. There are specific antibodies that can affect clearance but which cannot block the function. In-
hibitors with interference effects are immunoglobulins or other substances (heparin/heparinoids, FDP/fdp,
PIVKAS, abnormal molecules, etc.) associated with different clinical settings (asymptomatic, bleeding,
thrombosis and/or obstetric complications). Laboratory results are fundamental for the diagnosis. Global
tests are able to detect the defect, which is not corrected by the addition of normal plasma; the type of
inhibitor is then characterized and titration of the inhibitor is eventually performed. This is complex; there
is variability in the results and there is likelihood of false positive or negative results; moreover, the tests
are not strictly specific. Diagnostic algorithms are useful tools but they do not consider combined defects.
It is a critical point to characterize the inhibitor and exclude possible interferences or concomitant de-
fects; this demands application of the correct tests without misinterpretations.

Key words: acquired inhibitors of coagulation * specific inhibitors * inhibitors that interfere with coagula-
tion factors * lupus anticoagulant * coagulation tests * coagulation factors

Resumo

Os inibidores adquiridos sédo defeitos raros. Associam-se a diferentes manifestagbes clinicas com mor-
bimortalidade significativa. Sua deteccdo é importante para implementar o tratamento sem demora. Ha
inibidores especificos (bloqueiam fungé&o), contra todos os fatores da coagulagdo e também VWF, ou de
interferéncia (afetam uma ou vérias vias da coagulacao). Inibidores especificos: - aloanticorpos desenvol-
vidos em pacientes deficitarios (complicac&o terapéutica); - autoanticorpos, em individuos sem alteragoes
prévias. Existem anticorpos especificos que podem afetar a depuragdo, mas néo inibem fungéo. Inibidores
de interferéncia: imunoglobulinas ou outras substéncias (heparina/heparinoides, PDF/pdf, PIVKAS, mo-
léculas anémalas, efc.) associadas a diferentes situagdes clinicas (assintomaticos, sangramentos, trom-
boses e/ou complicagbes obstétricas). O laboratdrio é fundamental para o diagndstico. Os testes globais
detectam o defeito, que ndo corrige pelo acréscimo de plasma normal; caracteriza-se depois o tipo de
inibidor e eventualmente é titulado. Isto é complexo; héa variabilidade nos resultados e possibilidade de
falsos positivos ou negativos, além disso os testes ndo sao rigorosamente especificos. Os algoritmos diag-
nésticos séo lteis, mas ndo consideram a possibilidade de defeitos combinados. E critico caracterizar
o inibidor e descartar possiveis interferéncias ou defeitos concomitantes; isso requer aplicar os testes
adequados e interpreta-los corretamente.
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ldpus anticoagulante * testes de coagulacdo * fatores de coagulacdo

Introduccién

Los inhibidores adquiridos de la coagulacion son, en la
mayoria de los casos, defectos raros e infrecuentes (1-3).
Se asocian a diferentes manifestaciones clinicas y pueden
causar morbi-mortalidad significativa, de alli la importan-
cia de su rapida deteccion e identificacion, a fin de imple-
mentar el tratamiento adecuado sin demora.

Hay efectos inhibitorios que afectan especificamente
a un factor de la coagulacién, bloqueando su funcién
o efectos de interferencia que pueden manifestarse en
una o varias de las etapas o vias de la coagulacion. Pue-
den ser mediados por anticuerpos o debidos a presen-
cia de otras sustancias (heparina/heparinoides, inmu-
noglobulinas, PDF/pdf, PIVKAS, moléculas anémalas,
etc.). Los ejemplos mas significativos, dada su prevalen-
cia, son los inhibidores a-FVIII (inhibidores especificos)
y el inhibidor lipico (inhibidores de interferencia).
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Los inhibidores de los factores de la coagulaciéon
pueden ser alo-anticuerpos, que se desarrollan en pa-
cientes deficitarios en respuesta a la terapia de reem-
plazo y complican la terapéutica o auto-anticuerpos, en
individuos sin manifestaciones o alteraciones previas de
la coagulacion, que presentan imprevistamente sangra-
dos de diferente severidad, los cuales pueden o no estar
asociados con patologia subyacente o drogas (4-6). Hay
otros anticuerpos que reconocen epitopes no funciona-
les y no inhiben su funcién, aunque pueden afectar su
vida media (6).

Los inhibidores de interferencia son inmunoglobuli-
nas u otras sustancias que por diversos mecanismos “in-
terfieren” en el proceso de la coagulacién in vitro (7) y
se asocian a diferentes situaciones clinicas. Se pueden
detectar en individuos asintomadticos, también pueden
dar manifestaciones hemorragicas o ser factor de riesgo
de trombosis y/o complicaciones obstétricas.



Los hallazgos de laboratorio son fundamentales en
la confirmacion de la sospecha diagnéstica. Para ello
se requiere, por parte del laboratorio, el conocimien-
to de las posibles situaciones clinicas y los mecanismos
fisiopatolégicos subyacentes, asi como la comprension
del comportamiento de las pruebas posiblemente afec-
tadas, sus puntos criticos o limitaciones técnicasy en es-
pecial, la interpretacion correcta de los resultados (6).

Esta revision se refiere al enfoque diagnostico de los
inhibidores de los factores de la coagulacion a partir
de las pruebas de laboratorio, asi como al diagnéstico
diferencial, con especial atencién a la posibilidad de de-
fectos combinados.

Inhibidores Adquiridos

Se denominan inhibidores adquiridos aquellos an-
ticuerpos o sustancias que afectan una o varias etapas
de la coagulacién, prolongando las pruebas correspon-
dientes, por ejemplo: tiempo de tromboplastina parcial
activado (TTPA), tiempo de protrombina (TP) y/o
tiempo de trombina (TT). Pueden afectar la actividad
coagulante de uno o varios factores al inhibir especifi-
camente algun factor de la coagulacién o al interferir
en su reaccion. Segun su modo de acciéon pueden ser
clasificados en especificos o de interferencia (7) (8).

Inhibidores Especificos

Son inmunoglobulinas dirigidas contra epitopes fun-
cionales de un factor de la coagulacién en particular; se
los denomina anticuerpos neutralizantes. Hay ademas
anticuerpos no-neutralizantes.

ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES

Actian de modo especifico sobre la actividad coa-
gulante de un factor al bloquear sitios funcionales del
mismo y se manifiestan alterando las pruebas de coa-
gulacién correspondientes (6). Pueden desarrollarse
en pacientes deficitarios, de modo secundario a la
terapéutica de reemplazo; como ejemplo se citan el
desarrollo de inhibidores anti-factor VIII (a-FVIII) (4)
o anti-factor IX (a-FIX) (5) en pacientes hemofilicos
(aloanticuerpos o isoanticuerpos). Asimismo, pueden
presentarse en individuos con un mecanismo hemos-
taticos previo normal (autoanticuerpos), asociados a
enfermedades autoinmunes, neoplasias, ingesta de
drogas, cirugia, o como el caso del a-FVIII, post par-
to (5)(6). La aparicion de aloanticuerpos complica
la terapéutica de reemplazo en los pacientes deficita-
rios. En cambio, el desarrollo de autoanticuerpos pue-
de generar cuadros hemorragicos que mimetizan las
manifestaciones clinicas tipicas del déficit del factor
inhibido (Tabla I). Hay descriptos anticuerpos neutra-
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lizantes dirigidos contra los diferentes factores de la
coagulacién y también contra el factor von Willebrand
(VWF) (6) (9).

ANTICUERPOS NO-NEUTRALIZANTES

Reconocen especificamente epitopes no-funciona-
les, por lo cual no inhiben la actividad del factor, ni
las pruebas de coagulacién globales correspondientes
(6). Su presencia puede implicar disminucién de la
concentracion por formaciéon de complejos antigeno-
anticuerpo que pudiesen modificar la depuracion del
factor disminuyendo su vida media y provocando un dé-
ficit mediado por anticuerpos. La expresion clinica de
estos anticuerpos es variable. En algunos individuos
no se observa alteraciéon de la coagulacién, a pesar
de que el anticuerpo pueda modificar la vida media
del factor. En otros casos los pacientes tienen dismi-
nucién de la actividad del factor y pueden presentar
manifestaciones hemorrdgicas. La hipoprotrombine-
mia mediada por anticuerpos anti-factor II (a-FII), aso-
ciada a la presencia de inhibidor lipico, es un ejemplo
de anticuerpos no-neutralizantes (10); hay descriptos
otros que reconocen FVIII (11), FXIII o VWF (12), con
diferente efecto clinico.

Inhibidores de Interferencia

Son inmunoglobulinas u otras sustancias que por di-
versos mecanismos “interfieren” en el proceso de coa-
gulacion in vitro, pudiendo afectar la determinacién de
la actividad coagulante de los factores involucrados en
la via alterada. Ejercen su efecto en una o varias de las
etapas de la coagulacion. Como ejemplo de inhibidores
de interferencia, ademas del inhibidor lupico (13-16),
se pueden mencionar la heparina, los heparinoides
(17), los productos de degradaciéon de fibrinégeno/
fibrina (PDF/pdf), las paraproteinas y algunas formas
andémalas de fibrinégeno, entre otros, que ejercen su
accion en diferentes etapas de la coagulacion (6) (8).

Laboratorio

Los inhibidores adquiridos, segiin su mecanismo de
accion, afectaran una o varias vias de la coagulacion y
en consecuencia las pruebas que las evaltan (8). La no
correcciéon de la prueba alterada, luego del agregado
de plasma normal, sugiere la presencia de efecto inhi-
bitorio, el cual debera ser posteriormente caracterizado
(12). El inhibidor, segun sea especifico o de interferen-
cia, podra afectar la actividad funcional de un factor
(aquel especificamente inhibido) o de varios factores
a la vez (al interferir en su funcién/deteccion) (12).
Es util y en ciertos casos, imprescindible, determinar la
actividad de los factores involucrados en la via o vias
alteradas para poder confirmar el diagnéstico.
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Tabla |. Caracteristicas de los inhibidores especificos (autoanticuerpos) de los factores de la coagulacién y condiciones
asociadas a su desarrollo. Gl: gastrointestinal; SNC: sistema nervioso central, LES: lupus eritematoso sistémico,AR: artritis reumatoidea.

Autoanticuerpo | Caracteristicas Condiciones asociadas Caracteristicas clinicas
aFl 1gG, IgA, IgM Idiopéticos, embarazo, desérdenes autoinmunes, terapia con | Sangrados habitualmente severos: Gl,
interferén, gammapatias. génito-urinarios, retroperitoneal, SNC.
También equimosis y hematomas.
aFll 1gG Idiopéaticos, cirugia con exposicién a trombina bovina (“fibrin | Clinica variable, incluso trombosis.
glue), desérdenes autoinmunes (LES, AR), gammapatias.
No-neutralizantes, asociados con inhibidor IUpico, pueden dar
hipoprotrombinemia, especialmente en nifios con cuadro viral
previo a la apariciéon de equimosis o sangrados.
aFVv 1gG Exposicion a trombina bovina, cirugia, terapia con Clinica variable, desde epistaxis
antibidticos (grupo B-lactdmicos o aminoglucésidos), y gingivorragia hasta sangrado
enfermedades oncohematolégicas. retroperitoneal, Gl, hematuria e incluso
trombosis.
Puede coexistir con aFlI
aFVIl 1gG Idiopéticos, enfermedades oncohematolégicas, desérdenes Clinica habitualmente severa, sangrado
autoinmunes. SNC. Hemartrosis: son raras.
Antecedentes: globulina anti-timocito (anemia aplastica),
penicilina, ciclosporinas, sepsis, pancreatitis y neoplasia.
aFVIll IgG, Idiopaticos, desérdenes autoinmunes, enfermedades Cuadro clinico similar a hemofilia, mayor
oncohematolégicas, postparto. morbimortalidad.
aFIX IgG, Idiopéaticos, desérdenes autoinmunes, postparto Cuadro clinico similar a hemofilia A
adquirida (inhibidor aFVIII)
aFX 1gG Idiopaticos, enfermedades oncohematolégicas, desérdenes Sangrado Gl, hematuria, equimosis y
autoinmunes, antibiéticos. hemartrosis; 29% asintomaticos.
Extremadamente raros; asociados con infeccién respiratoria y
neoplasia (incluso leucemia mieloide aguda).
aFXI 1gG Asociados a colagenopatias, enfermedades Clinica impredecible; frecuentemente
oncohematoldgicas, enfermedades autoimunes intestinales y | asintomaticos.
tratamiento con fenotiazinas.
aFXIll 1gG contra MGUS, desérdenes autoinmunes (AR, LES), drogas Patrén de sangrado mas severo que
subunidades (isoniazida, penicilina, fenitoina, amiodarona). en déficit congénito: hemartrosis,
(Ao B)oA2B2 hematomas, menorragia, sangrado
quirdrgico, mala cicatrizacién de heridas
y aborto recurrente.

ALGORITMO DIAGNOSTICO

El patron de pruebas, incluyendo los estudios de
mezcla, puede orientar acerca del tipo de inhibidor que
podria estar presente (Figura 1).

Pruebas globales

Las pruebas globales de evaluacién como el TP, el
TTPA y el TT son empleadas habitualmente en las fa-
ses iniciales del estudio de la coagulaciéon. Cada labo-
ratorio debe establecer los valores de referencia para
los reactivos y la metodologia de medida aplicados
para cada una de las pruebas. La prolongacion de una
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o varias de las pruebas mas alla de los valores de refe-
rencia, puede orientar la sospecha inicial de la altera-
cion (6) (8).

Un inhibidor especifico de la via intrinseca, por
ejemplo inhibidor a-FVIII (4) (18), a-FIX (19) (20)
o a-FXI (21), provoca prolongacién del TTPA; en
cambio, el TP y el TT seran normales. Frente a un in-
hibidor especifico a-FVII, factor exclusivo de via ex-
trinseca, se espera encontrar un valor de TP anormal,
con valores de TTPA y de TT normales (5)(6). Los
inhibidores a-FV, a-FX o a-FII, que participan de la via
comun, dan lugar tanto a la prolongacién del TTPA
como del TP; el TT en estos casos es normal (5) (6).
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Considerar historia clinica reciente o antecedentes personales/familiares previos (adquirido o congénito)
v ]
Clinica reciente, realizar ensayos basicos: Defecto conocido:
*Recuento de plaquetas -Realizar ensayos especificos para factores y/o
*TP -Pesquisa de inhibidores (si la respuesta al
*TTPA tratamiento es inadecuada)
*TT -Ensayo de inhibidor seguin corresponda
v
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*Ensayos de mezclas en las pruebas globales alteradas

TP prolongado » TPcoruice | —t Determinar Vil | [" pEmic
Mezcla
—»

—» TTPA normal |-®

P+N TP NO CORRIGE
TT normal Exclur pvka || Determinar Fvi i-» NO CORRIGE }_, INHIBIDOR
xcluir ESPECIFICO

Determinar FVIII, Descenso exclusivo de un
TTPA CORRIGE |p»= - "
TP normal Mezcla > FIX. FXI. FXII* factor. DEFICIT

| TTPA prolongado 4pi aFVviil
TT normal i si_{ Determinar FVIII g HEMOFILIA
TTPANO CORRIGE |pt TPO-/temp. =B = oo "o e
Dependient |NO — CORRIGE ADQUIRIDA
_’ -
Pruebas IL ub Determinar FVIII,
FIX. FXI. FXII*
#)
v ¥
Determinar FVIII, Hactory INHIBIDOR
NO CORRIGE e
(*) No hemorragico FIX. FXI. FXII* O CORRIS ESPECIFICO
(**) Interferencia. 1 aparente de la actividad | L4 L4
Todos.l, ** | I 1factord,
A 2 2
IL* IL+DEFICIT
Determinar Descenso de uno o varios
CORRIGE p
TP prolongado Mezcla FX, FV, Fll ] factores. CORRIGE. DEFICIT
| TTPA prolongado Hg
P+N | NOcCORRIGE :
TT normal Determinar | —yp 1factord, 131 INHIBIDOR
FX, FV, Fll NO CORRIGE ESPECIFICO
Determinar Descenso de uno o v?rios
e— - FVII, FX, FV, FII [ factores. CORRIGE. DEFICIT
rolongado
P = Mezcla
| TTPA prolongado s Bl Factores IL*
TT | > *%
il i
Determinar

FVIII, FIX, FXI, FXII

—+| 1factord
A
IL+DEFICIT |
| FVIII{, NO CORRIGE || 1 factor, NO CORRIGE
Y

INHIBIDOR
ESPECIFICO

- FId o varios DEFICIT
Determinar |  factores . CORRIGE

» FX, FV, FIl, Fl

| aFVvill |<—| Tpo./temp.Dependiente

CORRIGE

TP prolongado
Ly | TTPA prolongado He
TT prolongado

. _’I FI{ NO CORRIGE '—Fl INHIBIDORESPECiFICOl
Determinar

FX, FV, FIl, FI -
"} Varios J, NO CORRIGEN I—’ Heparina/otros

NO CORRIGE

v

Figura 1. Algoritmo diagndstico. El patrén de las pruebas, incluyendo los estudios de mezclas y la determinacién de la actividad coagulante de

los factores de coagulacién permite orientar, considerando los antecedentes personales y familiares del caso, respecto al tipo de defecto que

podria estar presente. TP: tiempo de protrombina; TTPA: tiempo de tromboplastina parcial activado; TT: tiempo de trombina; P+N: paciente +

normal; Fl: fibrinégeno; Fll: factor Il; FV: factor V; FVII: factor VII; FVIII: factor VIII; FIX: factor IX; FX: factor X; FXI; factor XI; FXII: factor XII;
aFVIll: inhibidor anti-FVIII; IL: inhibidor lapico.

Acta Bioquim Clin Latinoam 2016; 50 (2): 291-301



296  Remotti L et al.

Un inhibidor a-ffibrin6geno o a-trombina prolonga
las tres pruebas: TT, TP y TTPA (5)(6); el tiempo de
reptilasa (TR) se altera por un inhibidor a-fibrinégeno,
pero no por a-trombina, que no es capaz de inhibir la
actividad enzimatica del veneno (12). Los inhibidores
a-FXIII alteran las pruebas de solubilidad (urea 5M o
acido monocloroacético 1%), pero presentan pruebas
de coagulacion normales (TP, TTPA, TT) (6).

Si el inhibidor es de interferencia, afecta una o varias
de las pruebas globales, segiin su mecanismo de accién
(6) (8). El inhibidor lipico, por ejemplo, no prolonga
el TP (excepto utilizando algun reactivo en particular)
ni el TT; puede alterar el TTPA, si se utiliza un reactivo
sensible, y/u otras pruebas con bajo aporte de fosfo-
lipidos como el tiempo con veneno de vibora Russell
diluido (DRVVT), el tiempo de coagulacién con cao-
lin (KCT) o el tiempo de coagulacién con silica (SCT),
especialmente sensibles al inhibidor (22). No se debe
olvidar que el efecto denominado inhibidor Iupico es
heterogéneo (13)(15)(16)(22); cuando el objetivo es
poner en evidencia la presencia del inhibidor, es preci-
so utilizar al menos dos pruebas sensibles, que evalien
mecanismos de activacion diferentes. Otros inhibidores
de interferencia (heparinoides, PDF/pdf, paraprotei-
nas, fibrin6genos anémalos), afectan generalmente
el TT, pudiendo en algunos casos provocar alteracion
también del TPy del TTPA; también requieren de prue-
bas complementarias para su caracterizaciéon (6). Una
causa probable de efecto inhibitorio de interferencia
sobre el TT es la presencia de heparina en el plasma,
causado por potenciacion de la inhibicién mediada por
antitrombina; dependiendo de la concentracién de la
droga, puede afectar también el TTPAy el TP (aunque
éste es menos sensible) (6) (8). El TR es una herramien-
ta util para dilucidar el defecto, dado que la heparina
no lo afecta.

ENSAYOS DE MEZCLAS CON PLASMA NORMAL

El paso siguiente luego de detectar una prueba al-
terada, es analizar el efecto del agregado del plasma
normal al plasma del paciente (ensayos de mezclas o de
correccion). Esto permitira discernir entre un déficit
de factor o factores, en el cual el defecto corrige, de un
efecto inhibitorio, en el cual el agregado de normal no
corrige la alteracion.

El criterio ampliamente utilizado para definir “no co-
rreccion” se basa en el calculo del Indice de Rosner o
ICA = [(P+N)-N/P] x 100. Se considera que la prueba
de mezcla (1:1) no corrige, cuando el valor del indice es
mayor al valor de corte (8)(22). Cada laboratorio debe
establecer el valor de corte para los reactivos y el método
de medida utilizados; se recomienda tomar el valor del
percentil 99 de los estudios de mezcla, en al menos 40
plasmas de individuos sin inhibidor. Se recomienda reali-
zar este procedimiento en mas de 2 jornadas de trabajo,
separadas al menos 3 dias, para evitar desviaciones (bias).
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Hay inhibidores con efecto progresivo, tiempo y
temperatura dependiente; es decir, a mayor tiempo de
interaccion del anticuerpo con el plasma problema a
37 °C, mayor es la inhibicién de la actividad (6) (8) (12)
(23)(24). Hoy se acepta que este efecto es exclusivo
de los inhibidores a-FVIII y por lo tanto caracteristico
de los mismos (18). Para ponerlo en evidencia se eva-
lda la correccién luego de la incubacién de la mezcla
(paciente+normal) durante al menos una hora a 37 °C
y se analiza la potenciacién de la inhibicién luego de
la incubacién (8). El efecto de potenciacién, descripto
en algunas series de inhibidores lupicos, se considera
hoy producto de un defecto técnico (cambios de pH-
inestabilidad de los factores) (25). Los anticuerpos
no neutralizantes pueden manifestarse disminuyendo
la concentracién y por ende la actividad del factor al
cual reconocen; como consecuencia, se prolongan las
pruebas de coagulacion, segin el factor afectado (8). El
defecto, a diferencia de los anticuerpos neutralizantes,
corrige con el agregado de plasma normal (6) (8) (23).
Estos anticuerpos pueden ser detectados por técnicas
de ELISA o immunoblotting (8).

El plasma normal utilizado en los ensayos de mezcla,
puede ser plasma liofilizado de origen comercial o un
pool de plasmas de voluntarios sanos, que puede ser con-
servado a -80 °C. Es importante el nivel de factores pre-
sente en el plasma, en especial de aquellos labiles como
el FVy el FVIII, no sélo para las pruebas de correccion,
sino también para la titulacion de inhibidores especifi-
cos, donde influye en la variabilidad inter-ensayo (12).

Determinacién de la actividad
de los factores

Ante la sospecha de inhibidor, dada la no correcciéon
de una prueba por el agregado de plasma normal, es
util determinar la actividad coagulante de los factores
involucrados en la misma, a fin de identificar cual es
el factor o los factores cuya actividad se halla disminui-
da. Se aplica en general el método en una etapa (26).
El efecto inhibitorio sobre la actividad funcional de un
factor se evidencia en la mezcla (1:1) con plasma nor-
mal; la actividad observada es menor a la actividad te6-
rica esperada en la misma (8). Lo ideal es determinar
la actividad en mas de dos diluciones progresivas del
plasma problema y del calibrador; ello permite evaluar
el comportamiento paralelo o no del plasma problema
respecto al normal o calibrador (8). Cuando se trata de
inhibidores especificos (anticuerpos de alta afinidad),
los complejos antigeno-anticuerpo presentes en el plas-
ma no se disocian por dilucién. Las curvas son parale-
las a la curva del calibrador, al igual que lo observado
en un déficit de factor (8) (12)(23) (24); no se observa
aumento aparente de la actividad. Estos anticuerpos
inhiben exclusivamente a un factor, al cual reconocen
especificamente.



En cambio, los inhibidores de interferencia afectan
por igual a la actividad coagulante de todos los factores
involucrados en la via alterada. El efecto es eliminado
por dilucién; dado el no paralelismo respecto a la curva
del calibrador se observa aumento aparente de la acti-
vidad al diluir, a diferencia de lo que ocurre en caso de
un déficit de factor o inhibidor especifico (8).

En presencia de titulos altos de inhibidor especifico
surge un problema técnico, por inhibicién del factor
presente en el reactivo de trabajo (plasma deficiente)
(27); el cual se manifiesta en una interferencia en la
determinacion de la actividad de otros factores de la
misma via del factor inhibido, medidos aplicando el
mismo principio (8)(23). Ejemplo: en un individuo
con un titulo elevado de a-FVIII, se puede detectar una
disminucioén falsa, muy marcada, de FIX, FXI'y FXII; al
determinar la actividad de estos factores en diluciones
progresivas, no hay paralelismo respecto al plasma de
referencia, pudiéndose normalizar la actividad, a dife-
rencia del comportamiento observado para el FVIII (8)
(12)(24). Es importante distinguir esta situacion, del
descenso aparente de varios factores por efecto de inhi-
bidor lapico (8)(23).

De lo expuesto surge porqué se recomienda deter-
minar la actividad de los factores en varias diluciones
del plasma y verificar el paralelismo con respecto al
plasma calibrador de referencia (8) (23).

Titulaciéon del inhibidor

Caracterizado el efecto inhibitorio especifico y detec-
tado el factor inhibido, puede realizarse la titulacion del
inhibidor, mediante la modificacién de Nijmegen del
método Bethesdamodificacion que aumenta la sensibi-
lidad del ensayo (24)(28). El método no es especifico,
puede ser afectado por ejemplo, por la presencia de in-
hibidor Iipico (8)(12)(24). Fue descripto inicialmente
para la titulacién de inhibidores a-FVIII, con efecto tiem-
po-temperatura dependiente; requiere la incubacion del
plasma problema con el plasma normal (aporta FVIII)
durante dos horas a 37 °C (8) (12) (24). Se define como
una unidad Bethesda (UB/mL), la cantidad de inhibi-
dor que deja el 50% de FVIII residual, luego de 2 horas
de incubacién a 37 °C (8)(28). Los titulos inferiores a
0,6 UB/mL son considerados negativos. La inter-varia-
bilidad del ensayo es muy elevada (=50%), al igual que
los posibles falsos negativos o positivos (=30%) (12) (24).
El control estricto de las variables pre-analiticas, analiti-
cas y post-analiticas, con la confirmacién del ensayo en
una nueva muestra, disminuye la variabilidad y mejora
la exactitud (24). Este método, descripto originalmente
para el a-FVIII, se ha extendido modificando las condi-
ciones del ensayo, a practicamente todos los inhibidores
especificos. La diferencia es que no requiere la incuba-
cién durante dos horas a 37 °C, dado que el efecto de
otros inhibidores es inmediato (6) (8) (23).
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Inhibidores - Caracterizacién

En caso de no-correcciéon del defecto con plasma
normal, se debera discriminar entre un inhibidor es-
pecifico de un factor y un inhibidor de interferencia
(8). El comportamiento de las pruebas de laboratorio
se suma a los antecedentes clinicos, para contribuir a la
confirmacién diagnéstica. Aqui surge el inconveniente
de que la mayoria de las pruebas disponibles no son
especificas para la deteccion de los diferentes inhibi-
dores; pueden presentar interferencias, inclusive por
otros tipos de inhibidor. Si bien los algoritmos, como
el mostrado en la Figura 1, orientan al diagnéstico no
hay una secuencia indiscutida y validada para el diag-
nostico. Esto se complica atin mds cuando hay defectos
combinados. Es critico para el diagnéstico poner en
evidencia las caracteristicas propias de cada inhibidory
realizar una adecuada interpretacién de los resultados.

Inhibidores Especificos

En general son sintomaticos (6) (23) (29). Se sospe-
cha su presencia en pacientes deficitarios, en los que
no se logra la respuesta terapéutica esperada o en indi-
viduos sin alteraciones o antecedentes previos que pre-
sentan en un determinado momento complicaciones
hemorragicas, en general a edad adulta (6) (23) (29). El
defecto de coagulacién no corrige por el agregado de
plasma normal. En caso de un inhibidor especifico, esta-
ra disminuida la actividad del factor contra el cual se halla
dirigido el anticuerpo, sin observarse aumento progresivo
de la actividad con la dilucién de la muestra, dado que
no existe disociacién del complejo antigeno-anticuerpo,
por la alta constante de afinidad de estos anticuerpos (8)
(27). Los inhibidores especificos de alto titulo pueden
provocar un efecto de interferencia, con aumento apa-
rente de la actividad por dilucién, sobre la determina-
cion de otros factores de la misma via (8) (27).

Se mencionaran algunas situaciones especiales a te-
ner en cuenta en casos de inhibidores especificos.

afVlll. No debe descartarse inhibidor aFVIII sin reali-
zar los ensayos de mezclas con incubacién prolongada a
37 °C, respetando estrictas condiciones de trabajo (con-
trol de pH, no-evaporacion, etc.) (8)(18)(27).

aFV. Dependiendo del epitope reconocido por el an-
ticuerpo, puede alterar la funcién procoagulante (pro-
longacién de TP, TTPA; disminucién de FV-método en
una-etapa) y/o la anticoagulante (resistencia a la accion
de la proteina C activada) (6) (23) (30).

aFibrinégeno. Si bien afecta principalmente el TT y el
TR, también puede provocar prolongacién del TP y del
TTPA (5) (6).

alrombina. Son anticuerpos contra trombina bovina
que dan reaccién cruzada con la trombina humana o di-
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rectamente contra trombina humana; prolongan el TT,
el TPy el TTPA (5).

aFXill. Aligual que los déficits de FXIII, no afectan las
pruebas de coagulacion (TP, TTPA, TT); pueden alterar
las pruebas de solubilidad del coagulo (urea 5M o aci-
do monocloroacético 1%) o inhibir la actividad del fac-
tor, medida por diferentes métodos (espectrométricos
o fluorométricos) (6)(8)(23)(31). Hay, ademas, aFXIII
no-neutralizantes que reconocen la molécula purificada
o sus subunidades (23) (31).

aVWF. Algunos casos de sindrome de von Willebrand
adquirido (AVWS) se producen por anticuerpos. Los
aVWF pueden inhibir al VWE, afectando una o varias
de las diferentes pruebas (VWF:RCo, VWF:CB, VWF:Ag,
TTPA/FVIII) segun el epitope contra el cual estén dirigi-
dos; las pruebas no corrigen por el agregado de normal
(6) (8)(23). Si los anticuerpos no neutralizan la funcioén,
sino que incrementan la depuracién, se observa un pa-
tron semejante al del déficit congénito: disminucioén de
la funcién que corrige con normal; el tipo y duracion de
la respuesta a la desmopresina (DDAVP)L o a los concen-
trados de FVIII/VWF puede evidenciarlos (6) (8) (23).

Inhibidor Lupico

Puede ser un hallazgo en pacientes asintomaticos; sin
embargo, adquiere relevancia por su asociacién con el
riesgo de desarrollar trombosis venosas o arteriales, asi
como complicaciones obstétricas (32). También puede
estar presente en individuos que cursan procesos infec-
ciosos o presentan otras situaciones clinicas (33-36). En
general, no se observan manifestaciones de sangrado,
excepto se asocie a otro defecto como déficit o inhibidor
especifico de factor u otra alteracién de la hemostasia (hi-
poprotrombinemia, trombocitopenia, etc.) (10)(37). Es
imprescindible extremar las medidas para controlar las
variables pre analiticas y analiticas, a fin de permitir po-
ner en evidencia al inhibidor, minimizando la posibilidad
de falsos negativos (13) (22). Ademas de las pruebas glo-
bales de rutina, el estudio incluye pruebas especialmente
sensibles al inhibidor y, dada la heterogeneidad de estos
anticuerpos, que evalien diferentes mecanismos de ac-
tivacion. Se recomienda evaluar el TTPA (utilizando un
reactivo probadamente sensible) y el DRVVT (22)(38);
pueden eventualmente incluirse otras pruebas adiciona-
les. La concentracién y la composicion fosfolipidica del
reactivo (39), el tipo de activador, asi como el mecanismo
de activacion desencadenado son criticos en cuanto a la
sensibilidad al inhibidor (22)(38). La deteccion y carac-
terizacién del inhibidor se realiza siguiendo los criterios
y las recomendaciones del comité de estandarizacion de
la Sociedad Internacional de Hemostasia y Trombosis
(Scientific and Standardizatiom Committee: Lupus anticoagu-
lant/Phospholipid-antibodies-ISTH) y ademas pautas dadas
en la actualizacién de las guias (13)(22) (38). Se basa en
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evidenciar el efecto dependiente de fosfolipidos median-
te un procedimiento que incluye tres pasos: la evaluaciéon
inicial utilizando pruebas con bajo aporte de fosfolipidos
(screening o pesquisa), los ensayos de mezclas con plasma
normal y la realizacion de las llamadas pruebas confirma-
torias (neutralizacion por fosfolipidos o demostraciéon de
la dependencia de fosfolipidos del efecto) (13)(22) (38).
Considerando ademas el diagnéstico diferencial con otros
defectos o la posibilidad de defectos combinados (13).

El inhibidor lupico altera la determinaciéon de la ac-
tividad de los factores, evaluados aplicando el mismo
principio que la via afectada por el inhibidor, si se uti-
lizan reactivos sensibles al inhibidor. Este efecto pue-
de ser eliminado por dilucién, observandose aumento
progresivo de la actividad. Es preciso recordar la posi-
bilidad de falsos positivos en presencia de heparina o
heparinoides y la importancia de descartarlos mediante
la realizacion del TT (22) (38). El efecto de la heparina
puede ser obviado utilizando reactivos que contengan
sustancias que la neutralicen (polibrene, protamina) o
eliminandola del plasma (tratamiento con heparinasas,
filtracion a través de ecteola-celulosa). Sin embargo, se
prefiere evitar evaluar el inhibidor en individuos que
reciban heparina, tanto heparina no-fraccionada como
de bajo peso molecular. Esta dltima, en dosis terapéuti-
cas, puede dar falsos positivos, al igual que los inhibido-
res directos de trombina.

Otros Inhibidores de Interferencia

Pueden asociarse o no a manifestaciones hemorra-
gicas.

En caso de interferencias por la presencia de para-
proteinas o mas raramente por los productos de de-
gradacion de fibrinégeno/fibrina, ademas de la pro-
longacion del TT, puede detectarse alteracion del TP
y/o TTPA (7) (12). El efecto inhibitorio puede también
interferir en la determinacién de la actividad coagulan-
te de los factores; en esos casos hay disminucién simul-
tanea y semejante de todos los factores determinados
siguiendo el mismo principio de la prueba alterada, el
efecto desaparece al diluir (aumento aparente de la ac-
tividad) (7)(8).

La inhibicién por heparina o heparinoides, depen-
diendo de su concentracién plasmatica, puede manifes-
tarse no solo a nivel del TT, sino también sobre la via
intrinseca (TTPA) y muy raramente sobre la extrinseca
(TP) (7). E1 TR serd normal; esta prueba es clave en la
orientacion diagnéstica, para diferenciar heparina/he-
parinoides de otros defectos que alteren la transforma-
ci6én fibrinégeno en fibrina (6). También depende de
la concentracién de heparina o heparinoide en plasma,
que pueda observarse la interferencia sobre la actividad
coagulante de los factores, con aumento aparente de la
actividad por dilucién (13) (27).



Efectos combinados

La sospecha de defectos combinados puede surgir
por la clinica, al observar un comportamiento no rela-
cionado al tipo de inhibidor detectado.

Los resultados de laboratorio pueden sugerir efectos
combinados cuando se observan por ejemplo, alteracio-
nes de las pruebas basicas no compatibles con el efecto
inhibitorio detectado. Otro indicio puede ser la obser-
vacion de correccién y/o neutralizaciéon parcial en los
ensayos de mezclas y/o en las pruebas confirmatorias
para inhibidor lupico.

Es importante tener presente que puede haber ca-
sos de inhibidor sumado a déficit de factor/es (hemo-
filia Ay aFVIII; hemofilia By aFIX; VWD y aVWF; VWD
e inhibidor lipico; hipoprotrombinemia e inhibidor
lipico) (10)(12)(27) (28). También puede darse la co-
existencia de tipos diferentes de inhibidor (a-FVIII e
inhibidor lipico (37)(40)(41); aFV e inhibidor lupi-
co) o situaciones mas complejas alin, en la cuales se su-
man al déficit de un factor mas de un efecto inhibito-
rio (hemofilia A, a-FVIII e inhibidor lapico (37) (40).
La tabla II resume algunas de las posibles combinacio-
nes de resultados y la orientaciéon diagnoéstica en cada
caso. La confirmacién diagnéstica requerira de pruebas
complementarias, como la determinacién de a-FVIII uti-
lizando sustratos cromogénicos en caso de sospecha de
a-FVIII e inhibidor ldapico, la cual no es afectada por
este ultimo inhibidor (42).

Dado que el inhibidor lupico es el mas frecuente
de los inhibidores adquiridos de la coagulacion, es el
inhibidor con mayor probabilidad de estar combinado
con otro u otros defectos. En un andlisis retrospecti-
vo de 1000 examenes consecutivos para inhibidor ld-
pico (TTPA, DRVVT) se observé que el 10,8% de los
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casos present6 inhibidor en individuos sin clinica de
sindrome antifosfolipidico, de los cuales el 34,3% pre-
sentaban sangrado (epistaxis, gingivorragia, equimosis,
hematomas espontdneos), presentacion clinica no ha-
bitual; en el 55,4% de estos casos se detectaron otras al-
teraciones de la hemostasia. Esto representa un desafio
particular, al requerir evaluar otros posibles defectos
subyacentes, que pudiesen justificar el comportamien-
to clinico (43).

La deteccion e identificacion de defectos combina-
dos requiere de un analisis minucioso, a fin de alcanzar
un diagnéstico correcto, esencial para tomar decisio-
nes terapéuticas adecuadas.

Comentario

La deteccion, caracterizacion y diagnéstico de los in-
hibidores adquiridos de la coagulacién tiene aspectos
complejos. No hay consenso respecto a la secuencia a
seguir, luego de detectar un efecto inhibitorio en los
ensayos de mezclas. Hay alta variabilidad en los resul-
tados, ademas de alta proporcion de falsos positivos o
negativos. La mayoria de las pruebas disponibles no son
estrictamente especificas; pueden presentar interfer-
encias, inclusive producidas por otros inhibidores. Las
causas mas frecuentes de no correcciéon en los ensayos
de mezclas con plasma normal son la presencia de in-
hibidor Iipico o la contaminacién de la muestra con
heparina; ambas deben ser excluidas o confirmadas an-
tes de proseguir el andlisis. Los algoritmos diagnoésticos
son una herramienta 1til para interpretar los resultados
de laboratorio; sin embargo, no contemplan en general
la posibilidad de defectos combinados. Es critico poner
en evidencia las caracteristicas propias de cada inhibi-

Tabla Il. Orientacién diagndstica en base a las diferentes combinaciones de los resultados de las pruebas de deteccion
y su correspondiente confirmatoria, efectuadas en el plasma del paciente y en la mezcla con plasma normal.
P+N: paciente + normal; a-FVIII: inhibidor anti-factor VIII

Pruebas de deteccién Pruebas confirmatorias Diagndstico probable
PACIENTE Prolongada Neutraliza ,
INHIBIDOR LUPICO
MEZCLA (P+N) No corrige Neutraliza
PACIENTE Prolongada No neutraliza ,
INHIBIDOR NO-LUPICO*
MEZCLA (P+N) No corrige* No neutraliza
Prolongada No neutraliza .
PACIENTE g ! DEFICIT
MEZCLA (P+N) Corrige No neutraliza
Prolongada Neutraliza parcial ’ ;
PACIENTE g - P - INHIBIDOR LUPICO + INHIBIDOR NO-LUPICO*
MEZCLA (P+N) No corrige* Neutraliza parcial
Prolongada Neutraliza parcial 3 X
PACIENTE - g - p INHIBIDOR LUPICO + DEFICIT
MEZCLA (P+N) Corrige parcial Neutraliza
PACIENTE Prolongada Neutraliza parcial INHIBIDOR LUPICO + DEFICIT + INHIBIDOR
MEZCLA (P+N) Corrige parcial* Neutraliza parcial NO-LUPICO*
*Si potencia con incubacién a 37 °C *a-FVIII
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dor y realizar una adecuada interpretacién de los resulta-
dos, descartando posibles interferencias, para conseguir

un

diagnéstico correcto.
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