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RESUMEN

Introduccion: La hemofilia es una enfermedad de origen genético que también puede
presentarse de forma adquirida; el fenotipo caracteristico de esta patologia es la tendencia al
sangrado y su principal complicacion es el desarrollo de inhibidores de los factores VIII o
IX de la coagulacion. En la presente revision bibliografica narrativa, se enfatiza la
importancia de la deteccion de los inhibidores de los factores VIII y IX en pacientes con
hemofilia, abordando aspectos de etiologia, fisiopatologia, diagnostico y terapia de los

pacientes, al igual que nuevas alternativas diagnosticas en el area de laboratorio clinico.

Materiales y métodos: Se llevd a cabo una busqueda en las bases de datos de Dialnet,
Science Direct, Pubmed, Scopus, Proquest, Jstor, Springer Journals, Scielo, Redalic,
Clinical key y Bvs con el uso de operadores boleanos y términos clave en inglés y espafiol.
Se seleccionaron ocho articulos que sirvieron de base para la elaboracion del presente

documento.

Resultados: Se elabor6 una revision bibliografica narrativa que incorporé conceptos basicos
y précticos actualizados para exponer la importancia de un correcto enfoque clinico para el
manejo de los inhibidores en pacientes con hemofilia congénita y adquirida. Ademas de
identificar los factores de riesgo para el desarrollo de estos anticuerpos, sus diferentes

comportamientos y varios méetodos para su deteccién a nivel del laboratorio clinico.

Conclusiones: El desarrollo de inhibidores de los factores de la coagulacion V111 o IX, tanto
en pacientes con hemofilia congénita, y en pacientes con hemofilia adquirida, representan
la principal complicacion para esta poblacion. Por lo cual se dio importancia prioritaria a la
investigacién de técnicas diagndsticas y ayuda terapia para esta condicidn, lo que es crucial
para el bienestar de los individuos con esta enfermedad.

Recomendaciones: Se requieren estudios experimentales exhaustivos de las nuevas técnicas
de laboratorio para la deteccion de inhibidores en pacientes con hemofilia congénita y
adquirida; ademas de que se realicen estudios de caracter experimental para determinar qué
clase de concentrados de factores de coagulacion (CFC) son mas riesgosos para el desarrollo

de inhibidores.

Palabras clave: inhibidores, hemofilia A, hemofilia B y hemofilia adquirida.
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ABSTRACT

Introduction: Hemophilia is a disease of genetic origin that can also present in an acquired
form; the characteristic phenotype of this pathology is the tendency to bleed and its main
complication is the development of inhibitors of coagulation factors VIII or IX. In this
narrative bibliographic review, we emphasize the importance of detecting inhibitors of
factors VIII and IX in patients with hemophilia, addressing aspects of etiology,
pathophysiology, diagnosis and therapy of patients, as well as new diagnostic alternatives in

the clinical laboratory area.

Materials and methods: A search was carried out in the databases of Dialnet, Science
Direct, Pubmed, Scopus, Proquest, Jstor, Springer Journals, Scielo, Redalic, Clinical key
and Bvs with the use of Boolean operators and key terms in English and Spanish. Eight

articles were selected and served as the basis for the preparation of this document.

Results: A narrative literature review was prepared incorporating updated basic and
practical concepts to expose the importance of a correct clinical approach for the
management of inhibitors in patients with congenital and acquired hemophilia. In addition
to identifying risk factors for the development of these antibodies, their different behaviors

and various methods for their detection at the clinical laboratory level.

Conclusions: The development of inhibitors of coagulation factors VIII or X, both in
patients with congenital hemophilia, and in patients with acquired hemophilia, represent the
main complication for this population. Therefore, priority importance was given to the
investigation of diagnostic techniques and therapeutic aid for this condition, which is crucial

for the well-being of individuals with this disease.

Recommendations: Comprehensive experimental studies of new laboratory techniques for
the detection of inhibitors in patients with congenital and acquired hemophilia are required;
furthermore, studies of an experimental nature should be conducted to determine which class

of clotting factor concentrates (CFCs) are more risky for the development of inhibitors.

Key words: inhibitors, hemophilia A, hemophilia B and acquired hemophilia.
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1. INTRODUCCION

La descripcion de la hemofilia data del siglo 11 A.C, plasmada en el Talmud, sobre
los cuidados a varones recien nacidos circuncidados que presentaban hermanos con
antecedentes de hemorragias. Luego en el siglo XVII este padecimiento fue descrito como
“la enfermedad de la realeza”, al ser heredada a los descendientes del trono en los reinos de

Espafia, Inglaterra y Alemania (Alvarado-Ibarra et al., 2021).

La hemofilia es un trastorno hemorragico congénito o adquirido, dado por una
deficiencia del factor VIII (en caso de hemofilia A) o factor IX de la coagulacién (en caso
de hemofilia B) que causa incapacidad en la activacion de la cascada de la coagulacion
necesaria para formar un coagulo sanguineo estable. El fenotipo representativo de esta
enfermedad es la tendencia que presenta el paciente al sangrado y la severidad de estas
manifestaciones son inversamente proporcionales al grado de deficiencia del factor de

coagulacion en circulacion sanguinea (Tabla 1) (Srivastava et al., 2020).

Tabla 1. Relacion entre de los niveles de factor VIII circulante y el sangrado en el paciente

con hemofilia congénita.

Severidad del Nivel de factor V111 de coagulacion

. Manifestacion de sangrado
sangrado circulante

Episodio de sangrado espontaneo
poco comun, sin embargo, puede
escalar a sangrado grave en una
cirugia o trauma mayor

Episodios de sangrado esporadico.
Puede escalar a  sangrado
prolongado en una cirugia o trauma
menor

Episodios de sangrado recurrentes a
nivel muscular o articular.

Leve 5-40 Ul/dL (5 — 40 % de lo normal)

Moderada 1-5Ul/dL (1 -5 % de lo normal)

Grave <1 Ul/dL (<1 % de lo normal)

No obstante, es importante sefialar que el patron de sangrado presente en la hemofilia
adquirida difiere en el observado en la hemofilia congénita. Las hemorragias articulares
(hemartrosis) presentes en los pacientes con hemofilia congénita no son comunes en la
hemofilia adquirida, esta ultima tiene como manifestaciones caracteristicas a la purpura
cutanea y sangrados a nivel de tejidos blandos. La razon de esta diferencia en el patron de
sangrados es desconocida, debido a que ain no existe una alteracion verificable de la funcion

plaquetaria (Rodriguez Rodriguez et al., 2020).
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La deficiencia congenita de los factores es el resultado de mutaciones vinculadas al
cromosoma X, por lo cual los individuos varones heredan y manifiestan el trastorno,
mientras que las mujeres son llamadas portadoras; sin embargo, cabe sefialar que es posible
que presenten alguna sintomatologia de la enfermedad. Con el pasar de los afios la terapia
para pacientes con hemofilia ha ido mejorando y es asi como actualmente la enfermedad se
trata con el uso de concentrados comerciales de los factores de la coagulacién deficientes,
sin embargo, la complicacion de este tratamiento radica en el desarrollo de aloanticuerpos
contra dichos factores y que son conocidos como inhibidores de la coagulacion (Carcao y
Goudemand, 2018).

Por otro lado, existe la posibilidad de que un paciente con hemofilia adquirida
presente autoanticuerpos a lo largo de su vida, que se originan como consecuencia de una
patologia primaria y a diferencia de la hemofilia congénita, estas inmunoglobulinas pueden
ser eliminadas con el tratamiento dado por el médico. Este raro trastorno afecta tanto a
hombres como mujeres de todas las edades, con un pico de incidencia en personas mayores
de sesenta afios y en pacientes con comorbilidades asociadas a trastornos autoinmunes o
neoplésicos. El fenotipo hemorragico de esta clase de hemofilia varia desde hemorragias
leves o nulas hasta sangrados potencialmente mortales (Andreas Tiede et al., 2020).

Los inhibidores en hemofilia congénita se detectan de dos maneras, la primera
durante examenes de deteccion de aloanticuerpos inhibitorios o examenes de coagulacion
rutinarios de laboratorio y la segunda cuando se sospecha de una pobre respuesta del
tratamiento con concentrados del factor al no detener o prevenir hemorragias en el paciente.
El hallazgo de los inhibidores deberia darse antes de la existencia de una baja respuesta a la
terapia, por lo cual es de vital importancia que los pacientes, sus familiares y médicos tengan
el conocimiento de tratamientos, pruebas diagndsticas, evolucién y desarrollo de los
inhibidores para una mayor prevencion y pronto diagnostico de los mismos (Centros para el

Control y la Prevencién de Enfermedades, 2020).

La deteccion de autoanticuerpos en la hemofilia adquirida A o B es mucho mas
compleja que la hemofilia congeénita, debido a que este padecimiento por lo general no llega
a reconocerse con facilidad, ya que el paciente puede no presentar antecedentes familiares
de la enfermedad o de episodios de sangrado y llega a confundirse con otros trastornos
hemorragicos adquiridos, como por ejemplo la coagulacion intravascular diseminada (CID).
El hallazgo de esta enfermedad sucede habitualmente por exdmenes de coagulacion de rutina
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alterados, por lo cual la informacion expuesta en el presente trabajo de titulacion es un gran
aporte en la importancia del reconocimiento de estos inhibidores que afectan en la salud del
paciente (Rodriguez Rodriguez et al., 2020).

Por tal razon, la presente revision bibliogréfica narrativa tiene como objetivo llevar
a cabo el analisis de articulos cientificos provenientes de bases de datos confiables acerca
de estudios sobre inhibidores presentes en pacientes con hemofilia congénita y hemofilia
adquirida. Se describieron aspectos geneticos, fisiopatoldgicos, caracteristicas clinicas,
diagndstico y principales complicaciones presentes en esta enfermedad congeénita o
adquirida por el desarrollo de estos anticuerpos, esperando asi revelar la importancia acerca
de los ultimos avances sobre el diagnostico utilizado para este trastorno en el campo de

laboratorio clinico.
1.1. Planteamiento del problema

La hemofilia es una enfermedad hemorragica que puede ser heredada o adquirida por
una peérdida de la tolerancia inmune asociada a otras patologias, farmacos o el embarazo.
Ambas formas de presentacion de la enfermedad producen una deficiencia cuantitativa del
factor V111 de la coagulacién (hemofilia tipo A), que forma parte del 80% de los casos o del
factor IX de la coagulacién (hemofilia tipo B), que representa al 20% restante de los

pacientes.

La incidencia de la hemofilia congénita es de 1:10 000 nacimientos al afio, por lo que
en la actualidad esta poblacién corresponde a mas de 450 000 pacientes hemofilicos a nivel
mundial, mientras que la hemofilia adquirida es mucho menos prevalente con una incidencia
que afecta aproximadamente a 2: 1 000 000. En Ecuador el nimero de pacientes hemofilicos
registrados hasta el afio 2018 por la Fundacion Hemofilica Ecuatoriana (FUNDHEC) fueron
799 pacientes, sin embargo, en la actualidad cerca de 850 personas viven con la enfermedad
de las cuales 755 aproximadamente son de tipo A y 60% de los casos son severos (OPS,
2017) (MSP, 2016).

Tanto en la hemofilia adquirida como en la hemofilia congénita, se ve afectado el
buen funcionamiento de proteinas necesarias para formar un coagulo de sangre, y las
manifestaciones clinicas se basan en la intensidad del sangrado. Dicha intensidad depende
de los niveles plasmaticos de los factores V111 o IX de la coagulacion y como consecuencia

en la mayoria de los pacientes con hemofilia congénita aparecen grandes hematomas,
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hemorragias internas espontaneas o hemorragias externas prolongadas y enfermedades
articulares crénicas dolorosas, mientras que en la hemofilia adquirida es caracteristico
observar hemorragias cutaneas (purpura) y sangrados a nivel de tejidos blandos (Alvarado-
Ibarra et al., 2021).

La base del tratamiento en pacientes con hemofilia congénita es la infusion
intravenosa del factor de la coagulacion deficiente, ya sea administrado durante episodios
de sangrado o de forma regular con el fin de evitar hemorragias espontaneas. Cuando el
paciente es expuesto a estos concentrados de factor, existe un riesgo elevado de que el
sistema inmune perciba a estas proteinas exdgenas como ajenas al organismo, desarrollando
aloanticuerpos neutralizantes, también Ilamados inhibidores contra estos factores. En
consecuencia, el factor de reemplazo se vuelve ineficaz en la terapia o prevencion de
sangrados, dificultando gravemente la condicion de salud y vida de las personas con
hemofilia (Carcao y Goudemand, 2018).

Por otra parte, los inhibidores también pueden desarrollarse como autoanticuerpos
en individuos que no presentan hemofilia; lo que se conoce como hemofilia adquirida. La
edad promedio de presentacion de la afeccion es a partir de los 60 afios, con un amplio rango
de mortalidad a causa de complicaciones relacionadas con la edad avanzada, comorbilidades
y efectos secundarios al tratamiento de dichas enfermedades. Cabe sefialar que una gran
cantidad de casos de hemofilia adquirida son de origen idiopatico, seguidos de cancer,
trastornos linfoproliferativos, embarazos, consumo de medicamentos, patologias
autoinmunes y otros que causan perdida de tolerancia inmune a las proteinas de la

coagulacién (Franchini et al., 2017).

Los autoanticuerpos en la hemofilia adquirida se presentan con sangrados subitos en
pacientes sin antecedentes de coagulopatias. Es decir, se trata de una enfermedad
hemorragica poco frecuente dada por los inhibidores adquiridos especificos contra un factor
de la coagulacion. Esta afeccion se presenta principalmente en pacientes ancianos varones
y dado a que esta parte de la poblacion ha crecido enormemente en los ultimos afios, es de
esperar que se dé un aumento en la incidencia de esta patologia en la siguiente década,
ademas de la existencia de otros grupos expuestos, como las mujeres en periodo de gestacion
(Carcao y Goudemand, 2018).
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Tal como ya se expuso anteriormente las caracteristicas del sangrado no son iguales
al de la hemofilia congénita debido a que generalmente no se presenta hemartrosis y es aqui
donde el laboratorio desempefia un papel de vital importancia al realizar examenes
reproducibles y confiables en la deteccion del inhibidor especifico de manera temprana para
poder mejorar la vida del paciente y llevar a cabo un correcto monitoreo de su tratamiento
(Duboscq et al., 2016).

Con respecto a la terapia de la hemofilia congénita, cabe sefialar que se da una mayor
incidencia de la formacién de aloanticuerpos en los veinte primeros dias de exposicién al
factor, por lo cual es importante que los pacientes se realicen pruebas para hallar inhibidores,
dado que es mucho mejor detectarlos previo a una situacion donde el paciente ya no
responda al tratamiento en presencia de inhibidores de alta respuesta (Kruse-Jarres et al.,

2017) (Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades, 2020).

Los aloanticuerpos son detectados y cuantificados con la ayuda de un ensayo
funcional denominado prueba de Bethesda, basada en la titulacion para medir los
inhibidores. Esta prueba de laboratorio; es capaz de diferenciar inhibidores de titulo alto o
bajo y en Ecuador, en el afio 2016, el Ministerio de Salud Publica (MSP) elabord una guia
para el tratamiento de la hemofilia, en la cual se sugiere la utilizacion de dicha prueba de
laboratorio, sin embargo, es probable la presencia de resultados falsos negativos, alejando
por completo de los pacientes la oportunidad de una deteccion temprana de los
aloanticuerpos e incrementando su concentracion con el transcurso del tiempo. Por lo cual,
es importante el andlisis y busqueda de otras pruebas de laboratorio como la prueba de
Nijmegen que es un ensayo mucho mas estandarizado con mayor nivel de confiabilidad,

para asi seleccionar la prueba de laboratorio mas adecuada (MSP, 2016).

El desarrollo de inhibidores es el obstaculo mas importante en la terapia de pacientes
con hemofilia congénita y a pesar de que se observan mejorias al administrar agentes
hemostaticos para pacientes que han desarrollado inhibidores, esta poblacion al igual que la
de los individuos con hemofilia adquirida ain es asociada a una morbilidad significativa

acomparfiada de una elevada tasa de complicaciones hemorragicas y menor calidad de vida.
1.2. Justificacion

Los pacientes con hemofilia congénita presentan como tratamiento la administracion

de concentrados de factores de la coagulacion VIII o 1X; no obstante, es posible que el
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organismo del paciente como consecuencia presente el desarrollo de aloanticuerpos que
neutralizan estos factores. La probabilidad de desarrollar inhibidores es del 30% en los
pacientes que presentan hemofilia A grave y del 3 a 13% en hemofilia no grave. Para los
pacientes con hemofilia B se establece una prevalencia de inhibidores del 1 al 6% y una
prevalencia general informada del 5 al 7% en la hemofilia. En cuanto a la hemofilia
adquirida es muy rara su prevalencia, dada en 2 personas por millon cada afio y los
autoanticuerpos dirigidos al factor IX son aun menos prevalentes (Giangrande, Hermans,
etal., 2018).

Como resultado, la presencia de inhibidores en pacientes con hemofilia vuelve
mucho mas complejo su manejo, incrementando los costos de atencion a la par de un
crecimiento de la morbilidad de esta enfermedad entre un 30 y 40%. La tasa global de
mortalidad a causa de sangrados se ubica entre el 20 y 30%, ademas se generan costos para
el estado encargado del tratamiento para estos pacientes, por lo cual la pronta deteccion de
los inhibidores en pacientes que reciben factores V111 o 1X de la coagulacion liofilizados es

de suma importancia para su integridad corporal (Duboscq et al., 2016).

El tratamiento de los inhibidores en la hemofilia congénita figura un gran reto para
los médicos, principalmente los clasificados como de alta respuesta, dada una mayor
morbilidad asociada a las mismas a causa de hemorragias severas y un alto costo de atencion.
Es decir, el control de episodios hemorréagicos con inhibidores dependera del titulo del
inhibidor en el paciente, por lo cual en estos casos se deben recibir incrementadas dosis del
factor necesario en comparacion a las habituales por varios dias hasta un dar con un control
del sangrado y acompafiado de una constante monitorizacion de la respuesta clinica, lo cual
se traduce en un elevado valor monetario en salud publica o privada (Alvarado-lbarra et al.,
2021).

En cuanto al tratamiento de la hemofilia adquirida, se plantean dos objetivos
primordiales, el primero y mas importante es el poder controlar los sangrados agudos con el
uso de agentes de desvio y el segundo recurrir a terapias de inmunosupresion para mantener
controlada la produccion de autoanticuerpos en el organismo del paciente. Sin embargo,
también existe la posibilidad de que el factor VIII o IX del individuo sea en extremo
deficiente en caso de presentar elevados titulos de inhibidores, por lo cual, su terapia puede
llegar a complicarse y de igual forma que con la atencidn para inhibidores en la hemofilia

congénita, estos tratamientos representan grandes costos y uso de recursos por parte del
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estado, pero sobre todo estos autoanticuerpos ponen en peligro la salud de las personas que
los desarrollan (Carcao y Goudemand, 2018).

El desarrollo de inhibidores en hemofilia representa notorias complicaciones para
este grupo de pacientes, médicos tratantes, laboratoristas clinicos e inclusive las
instituciones ecuatorianas a cargo del aporte econémico para el tratamiento y seguimiento
de esta patologia. En el pais la falta de capacitacion a los profesionales de salud, falta de la
facilidad en la adquisiciéon de reactivos y equipos que permitan realizar las pruebas de
laboratorio para el diagnéstico y seguimiento del desarrollo de inhibidores complica muchas
veces el tratamiento del paciente hemofilico.

El aporte de esta investigacion es evidenciar la importancia del diagndéstico de los
inhibidores en los pacientes con hemofilia congénita y adquirida, ademas de brindar
informacion actualizada de bibliografia reciente que permita concientizar sobre esta area de
laboratorio especializado de la hemostasia, para la aplicacion de pruebas adecuadas y con
un personal de salud que diferencie e interprete correctamente los resultados de dichos

ensayos clinicos.

1.3. Pregunta de investigacion

Acorde a la problematica planteada en la presente revision bibliogréfica se busca dar
respuesta a la siguiente pregunta de investigacion: ¢Cudl es la importancia de la deteccion

de inhibidores de los factores de la coagulacion V11 o IX en pacientes con hemofilia?
1.4. Objetivos
1.4.1. Objetivo general

Analizar la importancia de la deteccion de inhibidores de la coagulacion en pacientes

diagnosticados con hemofilia.
1.4.2. Objetivos especificos

1. Identificar las causas que originan los inhibidores con base en la revisién
bibliogréafica de articulos cientificos.

2. Clasificar a los tipos de inhibidores y la terapia utilizada en pacientes con hemofilia
segun la revision bibliogréfica.

3. Analizar la metodologia utilizada en las pruebas de laboratorio para el diagnéstico

de inhibidores, acorde a la revisién bibliografica de articulos cientificos.
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1.5. Delimitacion del estudio

La presente revision bibliogréafica narrativa se llevé a cabo al analizar diferentes
articulos cientificos publicados en los ultimos cinco afios en idioma espafiol e inglés,
obtenidos de fuentes primarias y secundarias sobre el desarrollo de inhibidores para los
factores VIII o IX en pacientes con hemofilia. Las revistas cientificas seleccionadas se
encuentran dentro de los cuartiles Q1, Q2 0 Q3 de la clasificacién SCImago y son de acceso
libre. La revision se limito a la recopilacion con posterior analisis de la informacion obtenida
de los articulos cientificos y guias de practica clinica publicados sobre el desarrollo de

inhibidores en personas con hemofilia A o0 B sea congénita o adquirida.
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2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Tipo de estudio

Revision bibliografica de tipo narrativo descriptivo, de literatura académica y de
evidencia cientifica actualizada, sobre el desarrollo de inhibidores en pacientes con
hemofilia. Es de tipo descriptivo porque no se manipularon variables y el periodo de revision
de la literatura corresponde a las publicaciones entre el 01 de julio de 2017 al 30 de junio de
2022.

2.2. ldentificacion del campo de estudio

Los campos de estudio que cubren la revision bibliografica narrativa son
inmunologia y hematologia debido a que se enfoca en el desarrollo de inhibidores de la
coagulacion de los factores VIII o 1X en pacientes con hemofilia.

2.3. Proceso de revision bibliografica

La presente revision bibliogréfica se realiz6 de acuerdo con las recomendaciones de

Medina Lopez et al (2010) y el diagrama de flujo propuesto por Moher et al (2009).
2.3.1. Seleccion de las fuentes de informacion

La presente revision bibliografica se realiz6 con fuentes de bases de datos adscritas
a la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador detalladas en la tabla 2 en conjunto con la

base de datos Pubmed.

Tabla 2. Bases de datos

Base de datos Enlace a fuente documental Fuente PUCE
DIALNET https://dialnet.puce.elogim.com/ Si
SCIENCE DIRECT https://sciencedirect.puce.elogim.com/ Si
SCOPUS https://scopus.puce.elogim.com/ Si
PROQUEST https://wwwproguest.puce.elogim.com/ Si
PUBMED https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/ No
JSTOR https://jstor.puce.elogim.com/ Si
i;ﬁ;’:ﬁi\i@ https://springerlink.puce.elogim.com/ Si
SCIELO https://scielo.puce.elogim.com/ Si
REDALIC https://redalyc.puce.elogim.com/ Si
CLINICAL KEY https://clinicalkey.puce.elogim.com/ Si
BVS https://bvs-ecuador.bvsalud.org/ Si
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2.3.2. Busqueda bibliogréfica

En el proceso de busqueda bibliografica se usaron las bases de datos expuestas
anteriormente, estableciendo un limite se seleccidn a los articulos cientificos publicados
entre el 01 de julio de 2017 al 30 de junio de 2022 con el fin de hallar articulos de actualidad
relevantes a nivel mundial. Los articulos seleccionados fueron aquellos que establecen la
importancia del diagnostico de inhibidores en pacientes con hemofilia congénita y adquirida.
Luego se llevo a cabo la lectura de los resimenes de los articulos que cumplian con los
criterios de exclusion e inclusién planteados y ademas brindaron una repuesta a la pregunta

de investigacion establecida.
2.3.3. Estrategias de busqueda

Para las estrategias de busqueda que formaron parte de la revision bibliografica
narrativa se utilizaron términos MeSH (Medical Subject Headings) y DeCs (Descriptores de

Ciencias de la Salud) detallados en la tabla 3.

Tabla 3. Estrategias de busqueda

MeSH DeCs
Acquired Adquirida
Alloantibodies Aloanticuerpos

Congenital Congénita
Deficiency, Factor IX Deficiencia de Factor IX
Diagnosis Diagnostico
F9 Deficiency Deficiencia F9
Factor VIII Deficiency Deficiencia de Factor VIII

Haemophilia A Hemofilia A
Haemophilia B Hemofilia B
Hemophilia A, Congenital Hemofilia A, Congénita
Hemophilia, Classic Hemofilia clasica
Inhibitor Inhibidor
Isoantibodies Isoanticuerpos
Therapy, Treatment Terapia, Tratamiento

Ademas, con la finalidad de recuperar el maximo namero de articulos relevantes se
utilizaron las estrategias de busqueda adecuadas en cada base de datos. Se hizo uso de
operadores “boleanos” 16gicos como NOT, OR y AND para apoyar con la estrategia de
busqueda. Se empled “AND” para la enlazar todos términos de busqueda y de esta forma en
las referencias elegidas se incluyeron a todos. El operador l6gico “OR” permitié que en las

referencias elegidas se encuentren por lo menos algunos de los términos de busqueda. Por
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ultimo, el operador I6gico “NOT”, dio paso a la exclusion de los términos que no se desearon
incluir. Los operadores logicos se utilizaron en combinacion con términos de busqueda
relacionados a la tematica de investigacion como, por ejemplo: “Inhibitor” o “Factor VIII
Deficiency”. Ademas, se usaron herramientas de comodines y truncamientos para realizar
una estrategia de busqueda mas integra y enfocada en el tema de la revision bibliogréafica
(Anexo 1).

2.3.4. Registro de estrategias de busqueda y seleccion

En cuanto a la estrategia de basqueda de los articulos cientificos, se seleccionaron
aquellos documentos que si cumplian con los criterios de inclusion y con apoyo de la lista
de verificacion STROBE la informacion obtenida proveniente de los mismos fue registrada
en una matriz tomando en cuenta para esta seleccion el diagrama de Moher detallado en la

figura 1.
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3. SELECCION DE ARTICULOS

3.1. Criterios de busqueda

Para el analisis de la informacion, del nimero total de articulos identificados (n=164)
provenientes de las bases de datos Dialnet (n=1), Science direct (n=15), Pubmed (n =23),
Scopus (n=4), Proquest (n=32), Jstor (n=8), Springer journals (n=7), Scielo (n=7), Redalic
(n=10), Clinical key (n=21) y Bvs (n=38), se inicid con la eliminacion de 37 articulos
duplicados, obteniendo un total de 127. Después se excluyeron 72 articulos por el titulo
dejando un total de 55 articulos. Posterior a esto se eliminaron 39 articulos por el resumen
dando un total de 16 articulos. Por ultimo, a los 16 articulos restantes se les realizé una
evaluacion completa de texto dejando 8 articulos descartados por criterios de exclusion y 8

articulos elegibles para la revision bibliogréafica narrativa.

Tal como se menciono, para la busqueda bibliografica se consideraron articulos
cientificos que estudien los inhibidores de los factores de la coagulacion VIII o IX
desarrollados en personas con hemofilia congénita o adquirida y que cumplan con los

criterios de inclusion establecidos.
Los criterios de inclusion fueron:

- Tipos de estudios: original, descriptivos-observacionales, cohorte, transversales,
retrospectivos.

- Atrticulos cientificos relacionados con la hemofilia sea congénita y/o adquirida que
traten sobre el desarrollo de inhibidores para los factores de la coagulacion VIII o
IX.

- Indice de calidad: SJR (SCImago Journal y Country Rank) Q1, Q2 y Q3.

- Procedencia de articulos cientificos: a nivel mundial.

- Poblacion: pacientes con hemofilia A o B.

- Poblacién de pacientes con hemofilia adquirida.

- Temporalidad de los articulos cientificos entre el 01 de julio de 2017 al 30 de junio
de 2022.

- Idioma: inglés o espaiiol.

- Tipo de texto: completo y original.

- Acceso: gratuito.
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Los criterios de exclusion fueron:

Estudios o publicaciones cientificas que se encuentren fuera de los tiempos limites
establecidos o su idioma sea diferente a inglés y espafiol.

Estudios publicados en revistas que no estén indexadas o posean bajo impacto
cientifico.

Publicaciones que sobrepasan el 25% de inconformidades con relacion al check-list
de la declaracion de STROBE.

Publicaciones de sitios web, boletines o periddicos.

Articulos de revision bibliografica.

3.2. Pasos de depuracion y seleccién de la informacion

Para la revision de la informacion se siguio el diagrama de flujo de Moher (2009)

con el cual se realizé un cribado de los articulos recuperados con el fin de obtener un nimero

adecuado de articulos que sirvieron para el desarrollo de la revision bibliografica narrativa.
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Figura 1. Diagrama de flujo para identificar los estudios
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Nota: Adaptado de Liberati A, Altman DG, Tetzlaff J, Mulrow C, Ggtzsche PC, loannidis JPA,
et al. (2009) Declaracion PRISMA para informar revisiones sistematicas y metaanalisis de estudios
gue evallan intervenciones de atencién médica: explicacion y elaboracién. PLoS Med 6 (7):
€1000100. https://doi.org/10.1371/journal.pmed.1000100.

Se siguio el diagrama de flujo de cuatro fases planteado para la seleccion de los
articulos cientificos. Tantos los resultados de la busqueda de informacién, como el cribado
y la elegibilidad de los documentos acorde a los criterios establecidos, asi como también los

articulos integrados en esta revision bibliografica narrativa estan detallados en la figura 1.

Para la seleccion de los articulos cientificos que forman parte de la presente revision
bibliogréfica, se llevo a cabo la eliminacion de los articulos duplicados (Anexo 2). Ademas

de la exclusion de aquellos que no cumplian con los criterios de inclusion o su titulo y
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resumen no iban a acorde a la temética central planteada. Después se realizé una lectura
completa de todos los articulos restantes en base a criterios inclusivos y factor de impacto,

para asi por ultimo elegir los documentos definitivos.

El gestor bibliografico que se utilizé para la organizacion y almacenamiento de la
bibliografia fue Mendeley. Se retiraron articulos duplicados en el cribado (Anexo 2) y
mediante analisis de titulo y resumen de los articulos se aplicaron los criterios de inclusion
teniendo en cuenta: estudios descriptivos, observacionales, cuantitativos, retrospectivos y
trasversales que evallen el desarrollo de inhibidores de la coagulacion de los factores VIII
o IX en pacientes con hemofilia congénita y adquirida ademaés de ser articulos en espafiol o
inglés publicados entre el 01 de julio de 2017 al 30 de junio de 2022. De igual forma, se
eliminaron articulos provenientes de revistas sin indice de impacto y se aplicaron los
criterios de exclusion obteniendo asi la totalidad de los ocho articulos cientificos a partir de
los cuales se desarrollo el presente trabajo.

3.3. Descripcidn general de los articulos seleccionados para el estudio

La informacion de los textos cientificos que pasaron los filtros planteados y
representados en el diagrama de Moher, fue examinada por completo verificando asi el grado
de relacion con los criterios de elegibilidad del estudio, ademés de utilizar como apoyo la
lista de verificacion STROBE (Anexo 3). Los articulos excluidos se encuentran detallados

(Anexo 4) al igual que los articulos recuperados incluidos (Anexo 5).

Los investigadores de manera independiente realizaron el analisis de la informacion
de los articulos incluidos para luego en conjunto clasificar los datos provenientes de los
mismos segun la importancia, factores de riesgo para el origen de inhibidores, tipos de
inhibidores, terapia y metodologias diagndsticas de laboratorio con la ayuda de una matriz
(Anexo 6).
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4. RESULTADOS

4.1. Importancia del diagndstico de inhibidores de la coagulacion en pacientes con
hemofilia A o B congénita y adquirida.

El tratamiento de los pacientes con hemofilia congénita A o B, consiste generalmente
en la administracion de concentrados de los factores de coagulacion (CFC), estos productos
terapéuticos exdgenos cumplen la funcion de mantener una hemostasia que se asemeje a una
coagulacién normal con lo cual se pretende evitar hemorragias, en especial a nivel articular,
ya que con el tiempo esta manifestacion puede conducir a artropatias severas e invalidez. Es
asi como los CFC permiten que los individuos con hemofilia lleven un estilo de vida mucho
mas activo y saludable, lo que permite su inclusion en una gran parte de actividades sociales
o fisicas en forma conjunta y semejante a la poblacién no hemofilica (Lépez-Arroyo et al.,
2021).

El organismo de un paciente hemofilico que hereda la enfermedad no es capaz de
producir factores de la coagulacion o a su vez produce un factor afectado o disfuncional que
requiere ser reemplazado a través de agentes exogenos (CFC); sin embargo cuando esta
poblacion de pacientes es expuesta a este tipo de terapia, existe la posibilidad de que su
sistema inmunolégico perciba a los concentrados como proteinas extrafias al cuerpo y
desemboque en la activacion de una respuesta inmune que desarrolla aloanticuerpos
neutralizantes de los CFC, también denominados como inhibidores. Es decir, los inhibidores
vuelven a los CFC ineficaces para el tratamiento o prevencion de episodios hemorrégicos,
lo cual posiciona a estos aloanticuerpos como un problema sumamente importante para la

poblacién con hemofilia (Carcao y Goudemand, 2018).

Los inhibidores de los factores de la coagulacion también pueden desarrollarse como
autoanticuerpos en individuos que no presentan un diagnostico previo de hemofilia y se la
denomina hemofilia adquirida A o B. Esta es una condicién poco comun en la cual el
organismo del paciente produce autoanticuerpos dirigidos a uno o mas factores de la
hemostasia, con alta prevalencia en personas de edad avanzada en las que se ve afectado
principalmente el factor VIl (Hemofilia adquirida A) y en muy pocos casos al factor 1X de

la coagulacién (Hemofilia adquirida B). (Poston y Kruse-Jarres, 2022).

Los inhibidores en la hemofilia congénita se presentan con una prevalencia del 25 al

40% en pacientes con hemofilia A grave, mientras que en la hemofilia A moderada/leve es
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del 5 al 15%. En el caso de pacientes con hemofilia B el riesgo de su desarrollo se encuentra
alrededor del 1 a 5% en individuos con enfermedad severa caracterizada por una ausencia
total de la produccion del factor IX de la coagulacion. Cabe sefialar que la prevalencia de
inhibidores en la hemofilia adquirida A se observa en 1.4 individuos por millon cada afio y
con mucho menos frecuencia en hemofilia adquirida B, lo cual vuelve a esta enfermedad

mucho mas rara y de complicado diagndstico (Carcao y Goudemand, 2018).

La hemofilia adquirida es una rara enfermedad relacionada a multiples
comorbilidades o estados fisiolégicos del organismo como artritis reumatoide,
enfermedades autoinmunes, lupus eritematoso sistémico, embarazo, neoplasias
hematoldgicas entre muchas otras y a igual que la hemofilia congénita, se presenta con
hemorragias como fenotipo caracteristico. No obstante, estos difieren de los anteriores al
aparecer principalmente como purpura cutanea extensa, hematomas intramusculares y
retroperitoneales o sangrados espontaneos en mucosas o piel y sin cuadro de artropatias
(Constantinescu et al., 2022).

Varias células forman parte de la respuesta inmune que da paso a la formacién de

inhibidores tal como se expone en la siguiente secuencia:

1) El factor VIII o IX es fagocitado por células presentadoras de antigeno (APC), las
mismas que escinden a la proteina en péptidos con ayuda de enzimas proteoliticas.

2) Los péptidos son transportados intracelularmente hacia el complejo de
histocompatibilidad mayor clase Il (MHC-II) y se exponen superficialmente en
dichas celulas.

3) La APC se une a los linfocitos T CD4+ gracias a los receptores de superficie TCR,
lo que los activa e inicia, con sefiales para la proliferacion celular de linfocitos T de
memoria y efectores.

4) Los linfocitos T CD4+ activados se vinculan a los linfocitos B a través de sus
proteinas de superficie CD80y CD86 a CD28 de los linfocitos T CD4+, activandolos
asi completamente y estimulandolos para que liberen citoquinas.

5) Las citoquinas se unen a los receptores CK-R que regulan de forma positiva la
respuesta inmune de genes y moléculas de superficie de linfocitos T y B.

6) Estas moléculas co-estimuladoras en conjunto con la interaccion de las proteinas de
superficie CD40 y CD40L abren paso a la proliferacion de linfocitos B, que a su vez

se diferencian en células plasmaticas (Garagiola et al., 2018).
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Figura 2 y 3: Mecanismo de respuesta inmune — Desarrollo de inhibidores en hemofilia.
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Nota: Las figuras representan la respuesta inmune del organismo del paciente con hemofilia
frente a los CFC vy el desarrollo de aloanticuerpos. Se indican las principales células y
moléculas de la respuesta inmune. Elaborado por Cristopher Borja y Anthony Torres.
Adaptado de Garagiola et al., 2018.

Los inhibidores en la hemofilia son principalmente inmunoglobulinas tipo 1gG, de
las subclases IgG1 e 1gG4; la primera subclase de aloanticuerpos tiene predominancia en
individuos con inhibidores de titulo bajo (ITB) mientras la segunda subclase es
predominante en individuos con inhibidores de titulo alto (ITA). Cabe sefialar que el titulo
de un anticuerpo representa la cantidad de dicha proteina en circulacion, la cual pasa a unirse
a los epitopos funcionales de los factores administrados a nivel de los dominios C1, C2 y
A2 del factor proteico. Dicha union interrumpe la funcion de los CFC infundidos lo cual
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impide una correcta hemostasia en los pacientes con hemofilia sometidos a tratamiento
(Rodriguez Rodriguez et al., 2020) (Srivastava et al., 2020).

Figura 4. Estructura del anticuerpo
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Nota: Las figuras representan la estructura de un anticuerpo inhibidor. Se indica su
estructura, regiones con las cadenas y enlaces que lo conforman. Elaborado por Cristopher
Borja y Anthony Torres. Adaptado de Margaglione y Intrieri, 2018.

Varios trastornos de la coagulacion presentan signos y sintomas muy parecidos, por
lo cual la deteccion de estos anticuerpos inhibitorios en el laboratorio es de vital importancia
para poder garantizar que un individuo con hemofilia se someta a una terapia acorde a sus
necesidades. El diagnostico debe ser llevado a cabo por personal con pleno conocimiento y
experiencia al realizar ensayos clinicos de coagulacion, uso adecuado de reactivos o equipos
de laboratorio y una correcta interpretacion de los resultados arrojados en los diferentes

estudios asociados a la clinica del paciente (Carcao y Goudemand, 2018).

Tanto en la hemofilia congénita como en la adquirida, por lo general los casos de
inhibidores se observan en el diagnostico de rutina. En la hemofilia congénita a traves de
examenes que se realizan los pacientes después de las primeras exposiciones a los CFC y en
aquellos pacientes en los que no existe una buena respuesta clinica al tratamiento con estos
concentrados; mientras que en la hemofilia adquirida esto sucede al obtener resultados
anormales de estudios de coagulacion o a su vez cuando el paciente presenta equimosis y
hematomas. Se debe sospechar e investigar la presencia de inhibidores, ya que es
fundamental llegar a su deteccion lo mas temprano posible para poder garantizar un

tratamiento eficaz a esta complicacion (Garagiola et al., 2018)(MSP, 2016).
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Los inhibidores estan presentes con méas frecuencia en la hemofilia grave a
comparacion de la hemofilia leve o moderada y més regularmente en individuos con
hemofilia A que con hemofilia B. Es por esto que, establecer un control de los sangrados es
mucho mas desafiante en pacientes hemofilicos con inhibidores, en comparacién con
aquellos que no los han desarrollado. En consecuencia, los inhibidores de factor VIII o IX
de la coagulacion son asociados a una mayor carga de enfermedad, que engloba
complicaciones articulares, musculares, limitaciones fisicas, dolor, dificultad de tratamiento

y menor calidad de vida del individuo. (Benson et al., 2018).

Los infantes y adultos que desarrollaron inhibidores generalmente presentan las tasas
méas altas de hospitalizacion, en consecuencia, costos mayores de terapia y tasas de
mortalidad elevadas en comparacion con individuos con hemofilia sin inhibidores. El riesgo
de complicaciones graves o inclusive la muerte por sangrados que se agravan continla
siendo representativo en esta poblacion y acorde a Srivastava et al. (2020), se informa que
el indice de mortalidad de individuos con hemofilia A leve y moderada que presentan

inhibidores es cinco veces superior a los que no los poseen.

En Ecuador, de acuerdo a informacién de encuestas reportadas por la Federacion
Mundial de Hemofilia, existen 1.708 casos de individuos diagnosticados con hemofilia hasta
el afio 2020, de los cuales a 23 pacientes ya se les ha informado que presentan inhibidores.
Dado que esta complicacion esta asociada a la exposicion intensa a CFC, los pacientes van
a necesitar de un seguimiento clinico adecuado de la respuesta a la terapia y pruebas de
laboratorio frecuentes. Por tal razén en el pais es urgente que exista variedad de instalaciones
de laboratorio equipadas con recursos y experiencia adecuados que permitan realizar
ensayos precisos de coagulacion y deteccion de inhibidores, asi como una buena facilidad
para la adquisicién de equipos y reactivos para llevar a cabo dichos ensayos (FMH, 2022).

Posterior a la obtencion de informacion con base en los articulos seleccionados sobre
los inhibidores como la principal complicacion para la integridad de la poblacion con
hemofilia, a continuacion se procedio a identificar el origen de su desarrollo, tanto en
pacientes que llegan a adquirir esta rara enfermedad y en individuos cuya patologia fue
heredada por sus padres, ademas de clasificar a los tipos de inhibidores y la terapia utilizada,
culminando con un andlisis de las metodologias diagnosticas aplicadas para su deteccion.
Con la informacion obtenida se llego a determinar la importancia del conocimiento de estos

anticuerpos para un diagndstico y tratamiento temprano de la poblacion con hemofilia.
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4.2. Factores de riesgo para el desarrollo de inhibidores

Desde hace unos afos se han realizado investigaciones con el fin de aclarar la
etiologia de los inhibidores, logrando identificar algunos factores de riesgo para su
desarrollo. Estas iniciativas han dado paso a un incremento de conocimientos acerca de los
determinantes ambientales y genéticos de riesgo para su aparicion, ademéas de la
identificacion de predictores de los mismos. A pesar de esto, la identificacion de los factores
de riesgo continda siendo vital para la prevencion del desarrollo de estos aloanticuerpos y el

descenso de la incidencia total de estos en la poblacion con hemofilia.

De acuerdo con las investigaciones realizadas por Margaglione y Intrieri, (2018),
Carcao y Goudemand, (2018), Peyvandi y Garagiola, (2018) y Garagiola et al., (2018), se

plantea que para el desarrollo de inhibidores pueden existir dos tipos de factores:

1. Factores de riesgo no modificables.
2. Factores de riesgo posiblemente modificables.

4.2.1. Factores de riesgo no modificables
Mutacion del gen F8

El gen F8 se encuentra localizado en el extremo distal del brazo largo del cromosoma
X (Xg28) abarcando cerca de 186 kb de DNA genomico. Este gen estd formado por 26
exones que codifican una proteina de 2.232 aminoacidos. En los ultimos afios, se ha
registrado un veloz incremento de la cantidad de alteraciones en este gen; alrededor de 900
mutaciones que apoyan el concepto de la HA como una patologia congénita con
heterogeneidad mutacional elevada. Dichas mutaciones representan factores de riesgo
importantes para el desarrollo de inhibidores en este tipo de hemofilia, las mismas que van
dirigidas especialmente a los dominios A2 y C2 de la proteina. Cabe sefialar que mutaciones
F8 determinadas como Trp2229Cys a nivel del dominio C2 y Arg593Cys a nivel del dominio

A2, van de la mano con el desarrollo de inhibidores (Margaglione y Intrieri, 2018).

Las diferentes mutaciones del gen F8 y la formacién de aloanticuerpos a causa de
éstas, ha sido tema de debate en los Ultimos tiempos y de acuerdo a Garagiola et al., 2018
se ha demostrado una prevalencia mucho mayor de inhibidores en pacientes con HA grave
portadores de mutaciones sin sentido, inversiones del tronco 22 y grandes deleciones a

comparacion de pacientes con pequefas inserciones/deleciones o mutaciones sin sentido. Es
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decir que, la mutacion F8 puede ser dividida en dos grandes grupos, el primero asignado a
mutaciones nulas sin sintesis del factor VIII de la coagulacion y con un porcentaje de
tendencia mucho mayor al desarrollo de inhibidores (prevalencia de inhibidores >30%);
mientras que el segundo abarca mutaciones no nulas de pequefias inserciones/deleciones,
mutaciones de empalme y sin sentido con una disfuncion del factor VIII, pero no a una
ausencia total de sintesis de la proteina (prevalencia de inhibidores <10%) (Gouw et al.,
2011).

Figura 5: Inhibidores y el factor VIII de la coagulacion.
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Nota: Las figuras representan la estructura proteica del factor VIII de la coagulacion. Se
indican los dominios proteicos de la proteina y el lugar de unién de los inhibidores.
Elaborado por Cristopher Borja y Anthony Torres. Adaptado de Margaglione y Intrieri,
2018.

Mutacién del gen F9

El gen F9 esta localizado al extremo distal del brazo largo del cromosoma X (Xqg27),
cerca del gen F8, abarcando 34kb de DNA gendmico y encontrandose conformado por 8

exones que codifican una proteina de 461 aminoacidos. En su mayoria los inhibidores
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dirigidos al factor IX de la coagulacion se observan en pacientes con HB portadores de
mutaciones con deleciones grandes o incluso totales del gen F9 (mutacién nula) y cuyo
desarrollo muy a menudo esta ligado con reacciones alérgicas severas; es de decir que se
produce una reaccion anafilactica como consecuencia a la administracion del factor 1X

exogeno (Carcao y Goudemand, 2018).

El pequefio tamafio molecular del factor IX en comparacion con el factor VIII de la
coagulacién, le brinda una difusion mucho mas rapida en espacios extravasculares y debido
a que el factor 1X requiere de niveles plasmaticos més elevados en circulacién (5 ug/mL)
que el factor V111 (0,1 ug/mL) explica el porqué de una respuesta anafilactica al infundir los
CFC. Por lo cual, en contraste con una reaccion alérgica comun, esta respuesta inmunitaria
severa generalizada pone en riesgo subito e inmediato la vida del paciente. Cabe sefialar
también que existe evidencia donde la HB es asociada con cientos de mutaciones con sentido
erréneo, mutaciones de cambios de marco, sin sentido y de empalme, las cuales se traducen

en un factor IX disfuncional (Margaglione y Intrieri, 2018).
Etnia e historial familiar

Los pacientes con hemofilia A, sean de origen hispano o africano, presentan un
mayor riesgo para el desarrollo de inhibidores y, de acuerdo con Margaglione y Intrieri,
(2018), esta afirmacion se basa en un estudio controlado del genotipo F8. En dicho estudio
se sugiere que al existir diferencias entre los aminoécidos que conforman a los factores de
reemplazo producidos a partir de cepas que albergan haplotipos de F8 H1 y H2 al
administrarse en pacientes de origen hispano o africano que son portadores de haplotipos de
F8 H3 o H4, brinda una explicacién al incremento del riesgo para el desarrollo de estos
aloanticuerpos. Ahora bien, pacientes cuya ascendencia es africana o hispana y poseen
haplotipo de F8 H1, presentan una prevalencia de inhibidores significantemente mayor a la
de los caucésicos, lo que indica que estas diferencias siguen siendo poco claras (Peyvandi y
Garagiola, 2018).

Los antecedentes familiares también son un factor de riesgo importante asociado a
la aparicion de inhibidores en pacientes hemofilicos, debido a que el tipo de mutacion del
gen F8 o F9 es un determinante clave para predecir el desarrollo de estos aloanticuerpos.
Por ejemplo, los descendientes de un paciente hemofilico portador de una mutacion nula,

misma que se asocia a una prevalencia elevada de inhibidores, no solo heredan la alteracion
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del gen, sino también el mismo riesgo para el desarrollo de inhibidores al momento de
administrarse CFC como terapia. Varios estudios han demostrado que existe un riesgo casi
cuatro veces mayor de desarrollar estos aloanticuerpos cuando existe un miembro de la
familia del paciente con hemofilia que es portador de los mismos (Carcao y Goudemand,
2018).

Genes que codifican citoquinas inmunorreguladoras — respuesta inmunitaria

En el campo de las enfermedades autoinmunes se ha llegado a demostrar que genes
defectuosos llevan a una funcion alterada de las citoquinas o sus receptores lo que puede
desembocar en un desequilibrio de la respuesta inmune. Dentro del estudio realizado por
Garagiola et al., 2018 se plantea que tanto las alteraciones de los genes F8 o F9, asi como
de las moléculas del antigeno leucocitario humano de clase dos (HLA-1I), que cumple un
papel vital dentro de la presentacién de los péptidos proteicos de los factores de la
coagulacién a los linfocitos T helper CD4, y de las citoquinas proinflamatorias como son:
IL-1, IL2, IL10, CTLA4 y TNF-a, estan asociadas a una mayor incidencia del desarrollo de
inhibidores.

Se ha llegado a utilizar métodos moleculares de tipificacion de HLA para poder
evaluar polimorfismos de nucle6tido anico (SNP) en el HLA-II logrando como resultado
demostrar que el riesgo de desarrollo de inhibidores se asocia principalmente con tres SNP,
siendo estos el HLA-DBR*1501, HLA-DQB1*0602 y en especial la alteracion del HLA-
DQA1*0102. Las citoquinas también desempefian un papel clave en el desarrollo de
inhibidores debido a su intervencion en la respuesta inmune mediada por anticuerpos; por
ejemplo, en cuanto a la IL-10, se ha comprobado que existe un riesgo mucho mayor de
observar estos anticuerpos en presencia de un polimorfismo microsatélite a nivel del
promotor de esta citoquina en comparacion a individuos que no lo portan (Margaglione y
Intrieri, 2018).

TNF-0 es una citoquina proinflamatoria que posee un rol importante en la
patogénesis de algunas patologias inflamatorias e infecciosas (Wang et al., 2022). Varios
estudios sobre polimorfismos de esta citoquina han demostrado que la desregulacion de su
produccion toma relevancia en la evolucién de enfermedades autoinmunes, siendo un SNP
a nivel de la region promotora -308 A/G la més relevante y la mas relacionada al fenomeno

de perdida de tolerancia. Por otro lado, se dieron también hallazgos significantes para
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establecer como marcadores de riesgo de formacidn de inhibidores a los haplotipos en varios
loci de las citoquinas IL-2 e IL-1 (Margaglione y Intrieri, 2018).

Finalmente la molécula de superficie de las células T activadas CTLA4 tiene un
papel esencial como regulador negativo de las mismas ante una respuesta inmune; algunos
polimorfismos del gen CTLA4 (exdn 1 + 49 A/G y promotor -318 C/T) se han relacionado
con varios niveles de expresion de esta molécula en la superficie celular de los linfocitos. El
alelo -318 T del gen CTLA4 es asociado con una propiedad de proteccion para el de
desarrollo de inhibidores; es decir a diferencia de los anteriores marcadores de riesgo
mencionados, este alelo disminuye la posibilidad para la aparicién de estos aloanticuerpos

en el paciente (Garagiola et al., 2018).
4.2.2. Factores de riesgo posiblemente modificables
Tipo de concentrado de factor administrado

A pesar de no haber lugar a duda de que con la totalidad de los CFC administrados
en pacientes con hemofilia existe el riesgo de desarrollar inhibidores, el debate planteado
por los articulos cientificos de revision incluidos radica en el tipo de concentrado de factor
que deberia ser utilizado, considerando a productos derivados de plasma y recombinantes.
Para obtener factor recombinante, el gen F8 o F9 es colocado en células animales, las que
comienzan a producir la proteina del factor deseado y, dado que estas moléculas proteicas
no provienen de sangre humana, no poseen virus o antigenos indeseados. Por otro lado, para
obtener concentrado de factor derivado de plasma, se toma el plasma sanguineo proveniente
de donantes para posteriormente ser congelado en seco y formar un “polvo de factor”, el
cual luego es “purificado” de virus o proteinas no deseadas y colocado en botellas de cristal
marcadas con dosis basadas en la cantidad del factor existente (Aledort etal., 2019)
(Hermans et al., 2021).

En los afos 80 y 90 se utilizaban crioprecipitados como tratamiento y la incidencia
de los inhibidores era relativamente baja, pero con la introduccion de pasos de inactivacion
viral en la produccion de CFC derivados de plasma, éstos concentrados se tornaron mucho
mas inmunogénicos, elevando asi el riesgo de formar inhibidores a pesar de mejorar la
seguridad para no transmitir patdgenos sanguineos. Un buen ejemplo de ello es la
implementacion de un CFC pasteurizado con el fin de obtener un concentrado de pureza
elevada (CPS-P); sin embargo, este producto se relacion6 con un brote de inhibidores en
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individuos con transfusiones multiples en Bélgica y Paises Bajos, en el cual se dedujo que
los procesos tanto de inactivacion, purificacion y pasteurizacion que involucran disolventes
y detergentes, alteraron la molécula proteica provocando una respuesta inmune (Peyvandi y
Garagiola, 2018).

Una interrogante que genera discusion e investigacion constante esta basada en
conocer si todos los CFC derivados de plasma o recombinantes presentan el mismo riesgo
de formacion de inhibidores. Tal como se declara en el articulo por Garagiola et al., (2018),
en los concentrados derivados de plasma se encuentran proteinas inmunomoduladoras, que
potencialmente pueden activar una respuesta inmune contra el factor administrado
correspondiente. En cuanto a los concentrados recombinantes, dado que provienen de lineas
celulares de mamiferos, se les relaciona con alteraciones en el proceso postraduccional o de
estructura terciaria de los factores, lo cual posibilita la aparicion de neo-antigenos volviendo
a estos productos muchisimo mas inmunogénicos que los concentrados derivados de plasma
Carcao y Goudemand, (2018).

Los factores recombinantes de segunda generacion provienen del rifion de crias de
hamster (BHK), mientras que los de tercera generacion se fabrican en células de ovario de
hamster chino (CHO) o a su vez en células de rifidn embrionario humano (HEK293). Acorde
a Carcao y Goudemand, (2018) cuando salié al mercado el CFC de factor V11l recombinante
con delecién de dominio B, surgi6 la inquietud de saber si este presentaba mayor riesgo de
formar aloanticuerpos a comparacion de factores de longitud completa, sin embargo, la FDA

determind que no existe evidencia concluyente para el sustento de esta preocupacion.

Un estudio denominado como SIPPET (encuesta sobre inhibidores en nifios
pequefios expuestos a productos de plasma), fue el primer ensayo clinico aleatorizado que
hace una comparacién de varios tipos de CFC VIl y llega a la conclusion gque los productos
recombinantes administrados en pacientes que no han recibido tratamiento previo (PUPS)
representan un mayor riesgo de inmunogenicidad. Los resultados arrojados mostraron una
tasa considerablemente superior de inhibidores en el grupo de PUPs a los que se les
administré uno de cuatro CFC VIII recombinante, a comparacién de a quienes se les
infundid uno de cuatro CFC VIII derivado de plasma. No obstante, cabe sefialar que la EMA
(Agencia Europea de Medicamentos) analizé los datos disponibles y declaré que no hay
evidencia clara y concisa sobre la formacion de inhibidores entre las dos clases de

concentrados (Spena et al., 2018).
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En la actualidad existe luz verde para la fabricacién de nuevos concentrados de
factores VIl y IX derivados de lineas celulares humanas y derivados recombinantes de vida
media prolongada (EHL) con disefios en los cuales se reduzca en gran porcentaje el riesgo
de desarrollar inhibidores. La expectativa de los factores recombinantes se basa en que estos
nuevos productos poseen mitades de fragmentos cristalizables (Fc) y polietilenglicol (PEG),
los cuales de alguna forma podrian proteger a los factores del sistema inmunolégico del
paciente, mientras que los factores derivados de lineas celulares humanas serian capaces de
representar una imitacion mas fiel de la proteina humana en cuestién. Cabe sefialar acorde a
los autores esto continta siendo especulacion ya que se esperan los resultados de estudios
experimentales donde se evallen esta clase de concentrados (Carcao y Goudemand, 2018).

Por ultimo, es de suma importancia recalcar que el riesgo al desarrollo de inhibidores

lo presentan todos los CFC, sin embargo, es mejor asumir ese riesgo en los pacientes a evitar

el tratamiento para las hemorragias por completo.

Tabla 4. Tipos de concentrados de factor
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Infecciones y microbiota intestinal.

En la actualidad no existen suficientes datos del efecto de las infecciones en la
formacion de inhibidores, sin embargo, en los Gltimos tiempos ha existido un gran avance
para comprender la relacion y los efectos a la salud humana entre el hospedero y la
microbiota. Se han asociado microbiomas especificos a una serie de patologias autoinmunes,
cancer, enfermedades neurodegenerativas y metabdlicas, en las cuales factores ambientales
como los farmacos y la dieta toman un papel crucial al determinar la inmunidad sistémica y

a nivel de mucosas (Blander et al., 2017).

En el articulo escrito por Garagiola et al., 2018 se menciona un estudio realizado en
el cual se administré concentrados recombinantes de factor VIII a ratones con hemofilia y
cuya microbiota intestinal fue modificada. Se informd que los cambios realizados si
influyeron en la incidencia de inhibidores ya que los roedores llegaron a desarrollar
aloanticuerpos IgG anti factor VIII. De esta forma se pone en evidencia el papel que toma
la terapia con CFC y el microbioma intestinal.

Vacunas

Acorde a lo establecido por Peyvandi y Garagiola, 2018 y Garagiola et al., 2018 se
han realizado estudios en PUPs acerca del efecto de las vacunas administradas en pacientes

hemofilicos proximos a infusiones de factor (dos dias antes y un dia después a la
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administracion de CFC) durante los primeros 75 dias de exposicion (DE) a los concentrados.
Los resultados de los estudios no encontraron ninguna asociacion entre la formacion de
inhibidores y las vacunas. Cabe sefialar que la vacunacién y la edad al momento de la
primera exposicion a los CFC, segun Carcao y Goudemand, 2018 ya no son tomados en
cuenta como factores de riesgo reales para el desarrollo de aloanticuerpos dirigidos a los
factores de la coagulacion.

Traumatismos y Cirugias

La explicacion més sugerida del riesgo de la formacion de inhibidores a razon de
traumatismos o cirugias se basa en el efecto de “sefial de peligro” por parte del sistema
inmune del paciente. La teoria de la “sefial de peligro” viene desde el afio 1994 y postula
que el sistema inmune se ve afectado o mucho mas alterado al momento de sufrir dafio que
por agentes extrafios que ingresan al cuerpo humano. Es decir que el sistema inmune emite
una respuesta mucho mayor por sefiales de alarma a causa de tejidos dafiados que por agentes
exogenos que ingresan al organismo. En individuos con hemofilia esta sefial seria emitida
por periodos de tiempo més prolongado a razén de la dificultad para frenar el sangrado por
una lesion, misma que implica dafio y estrés celular, por lo cual al momento de la
administracion de CFC, su sistema inmune va a ser mas propenso a reaccionar frente a estas

proteinas externas (Garagiola et al., 2018).

Por lo tanto, factores ambientales como traumatismos o cirugias que son
caracterizados por dafio tisular pueden generan sefiales de peligro en personas con hemofilia,
abriendo paso a una respuesta inmune a los CFC administrados en los mismos tal como se
observa en la figura 1. Un estudio sefialado por Peyvandi y Garagiola, 2018, denominado
como CANAL dio a conocer que las intervenciones quirurgicas significan un mayor riesgo
de desarrollar inhibidores en hemofilia congénita o adquirida, y un metaanalisis subsiguiente
llevado a cabo por Eckhardt et al., 2011 informd que el riesgo de formar aloanticuerpos
luego de la primera administracion de factor por motivos de hemorragias o profilaxis es

mucho menor que el representado al realizarse administraciones de CFC post- cirugia.
Exposicion extensa a factores y en edad temprana

Los nifios que empiezan un proceso de profilaxis (administracion a largo plazo y
continua de CFC que busca la prevencion de episodios hemorréagicos) durante el primer o

segundo afio de vida, segun lo indica Carcao y Goudemand, (2018), en la mayoria de los
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casos pueden llegar a desarrollar inhibidores. Ahora bien, cuando la profilaxis no esta al
alcance del paciente y éstos reciben un tratamiento a demanda, la formacion de

aloanticuerpos puede tomar mas tiempo.

Los periodos de exposicion extensa a CFC, que manifiesta Garagiola et al., 2018,
representan un potencial riesgo para desarrollar inhibidores al tener una infusion intensa
mayor o igual a cinco dias de tratamiento en la primera exposicién o en cualquier momento
dentro del periodo de los primeros 50 dias de exposicidén (DE). Es necesario indicar que
debido a estos criterios es de suma importancia una vigilancia de la respuesta clinica de los
individuos a cada infusion de factor, realizandose pruebas de deteccion de inhibidores ante

cualquier indicio de falta de repuesta a la terapia (Calvez et al., 2018).
Etiologia de inhibidores desconocida

La hemofilia adquirida aparece por una produccion de inmunoglobulinas de tipo
IgG1 e 1gG4 dirigidas a dominios especificos de los factores de la coagulacion VIII o IX.
Por la rareza de la enfermedad, en la mayoria de los casos la causa de origen de esta se
desconoce, sin embargo, esta relacionada con otras patologias como lupus, embarazo,
enfermedades autoinmunes, cancer o farmacos. Ademas, se ha sugerido que la
predisposicion genética en los individuos toma un rol de relevancia, ya que cambios en los
genes de la respuesta inmune tal como se expone en el apartado de “genes que codifican
citoquinas inmunorreguladoras — respuesta inmunitaria” pueden provocar una pérdida de
tolerancia en el organismo del paciente, dando paso al desarrollo de la enfermedad (Tiede
et al., 2020).

4.3. Tipos de inhibidores en pacientes con hemofilia

Los inhibidores en hemofilia congénita y adquirida son distintos en cuanto a su
cinética (Figura 5). Los aloanticuerpos que se desarrollan en hemofilia congénita son
inhibidores de tipo | o de cinética de primer grado, los cuales inhiben al factor de manera
lineal a la concentracion de este, es decir que, en concentraciones elevadas lo inhiben en su
totalidad. Por otro lado, los autoanticuerpos presentes en la hemofilia adquirida son
inhibidores de tipo Il o no lineales, que al inicio inhiben rapidamente al factor, pero después
Ilegan a una constante, formando una meseta en la cual la concentracion residual del factor

no baja a cero (Ketteler et al., 2022).
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Es decir que, los inhibidores de tipo | van a neutralizar por completo al factor
coagulante y a si mismos en la reaccion, a diferencia de los inhibidores de tipo |1, los cuales
no neutralizan por completo al factor y luego de la reaccion mantienen, aunque en mucha
menor medida la capacidad para neutralizar mas factor coagulante. Cabe sefialar que a pesar
de que alguna cantidad de factor de la coagulacion V111 o IX puede permanecer cuantificable
en presencia de inhibidores no lineales, los individuos aun pueden presentar episodios de
hemorragias tal como si se careciera totalmente del factor de coagulacion en cuestion
(Carcao y Goudemand, 2018).

Figura 6: Cinética de inhibidores tipo | y 11

Cinetica de inhibidores

Inhibidor de tipo 2

Inhibidor de tipo 1

Actividad residual (%)

0 3 b 9

Tiempo de incubacién (horas)

Nota: La figura representa el comportamiento de los inhibidores tipo | y tipo 11 a lo largo
del tiempo en horas vs el porcentaje de actividad residual. Elaborado por Cristopher Borja
y Anthony Torres. Adaptado de Ketteler et al., 2022.

Asimismo, es necesario mencionar que las diferentes cinéticas de los inhibidores
deben ser tomadas en cuenta para su identificacion in vitro en el laboratorio; por ejemplo la
titulacion de inhibidores con el meétodo de Bethesda puede llegar a subestimar la cantidad
de autoanticuerpos en el caso de hemofilia adquirida ya que estos presentan cinética tipo 1l
misma que no sigue de manera estricta el principio de inhibidores con cinética tipo | en el
cual se establece que “la concentracion de factor de la coagulacion residual es inversamente

proporcional con la potencia del anticuerpo inhibidor” (Ketteler et al., 2022).
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4.4.Metodologia utilizada en las pruebas de laboratorio clinico para el diagnostico de
inhibidores

El laboratorio clinico desempefia un papel vital al llevar a cabo pruebas confiables y
reproducibles que dan paso a la deteccion temprana de los inhibidores especificos del factor
VIII o IX, para asi poder monitorear y actuar adecuadamente ante esta complicacion para

salvar la vida de los pacientes.

Un punto clave a tener en cuenta para evaluar el curso de esta patologia es un correcto
monitoreo y seguimiento del potencial desarrollo de inhibidores en el paciente hemofilico
antes, durante y después del tratamiento con el uso de pruebas de laboratorio clinico. Los
inhibidores son detectados por lo general de dos maneras distintas, la primera suele darse
durante un examen de laboratorio de rutina 0 a su vez frente a la sospecha de que un
individuo ya no responde correctamente a su tratamiento con CFC (el factor administrado

ya no previene o frena hemorragias) (Srivastava et al., 2020).

La deteccion temprana y el diagnostico preciso de inhibidores son esenciales para
una gestion exitosa en situaciones donde ya no existe una respuesta adecuada al tratamiento
con CFC por parte de los pacientes, por lo cual es vital que éstos se sometan a ensayos de
deteccion continuos y mas ain en periodos de tiempo cuando existe un mayor riesgo de que
aparezcan. Como se plantea en Giangrande et al., 2018 hay una mayor prevalencia de
inhibidores en los 20 primeros dias de exposicién al factor, lo cual se da generalmente
cuando se brinda terapia a demanda en infantes, es decir la infusion de los CFC en episodios

separados de tiempo, o luego de haber empezado la profilaxis.

Los pacientes expuestos por primera vez a estas condiciones de tratamiento deben
realizarse ensayos de deteccion con frecuencia y se recomienda hacerlo cada cinco DE hasta
alcanzar los 20 DE. A continuacion, cada 10 DE hasta alcanzar los 50 DE y posterior a esto
hacerlo un minimo de dos veces por afio hasta llegar a los 150 DE. Conviene sefialar que
pacientes adultos con mas de 150 DE deben realizarse ensayos de deteccién, aunque con
menor frecuencia, y en especial si se encuentran frente a situaciones como un procedimiento
quirdrgico, pobre respuesta al tratamiento de hemorragias con factor o luego de una

exposicion intensa al mismo (Carcao y Goudemand, 2018).

Una deteccion precisa de inhibidores en hemofilia congénita o adquirida depende

directamente de las pruebas de coagulacion que se llevan a cabo acorde a rigurosos
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protocolos que necesitan el conocimiento y la pericia del personal de laboratorio y médico
tratante, asi como también de un correcto control de calidad en los procedimientos. Debido
a esto es muy importante que informacién como la expuesta en el presente documento de

titulacion sea ampliamente actualizada y difundida.

Los ensayos de coagulacion, como el tiempo de protrombina PT y el tiempo de
tromboplastina parcial activada (aPTT), se realizan ante cualquier sospecha de que un
paciente puede presentar un trastorno de hemostasia secundario. Los resultados de las
pruebas de aPTT y el PT deben estar dentro del rango de normalidad en pacientes con
hemofilia A o B que estan bajo una terapia de reemplazo de factor; sin embargo, en caso de
encontrarse con un aPTT prolongado, éste ya es un indicio de la presencia de inhibidores
del factor VIII o IX. Cabe sefialar que para realizar este ensayo debe existir un periodo de
tiempo en el cual el paciente no se administre factor para evitar resultados falsamente
normalizados (Duboscq et al., 2016).

En caso de hallar un aPTT prolongado, tanto en pacientes con hemofilia A y
hemofilia B sujetos a tratamiento de CFC o pacientes de rutina e individuos con
comorbilidades y estados fisioldgicos asociados al desarrollo de hemofilia adquirida, se
requiere un estudio de mezclas y, en caso de que lo amerite, continuar con los demas

examenes de laboratorio tal como lo muestra el algoritmo de la figura 7.
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Figura 7: Algoritmo diagnostico de inhibidores en hemofilia.

APTT prolongado, aislado en
un paciente con hemorragia

Confirmar APTT
prolongado y
excluir heparina

Estudio de mezclas
Oy 2 horas a 37°c

Sin correccion o correccion debil Correccion en las pruebas
-Prueba para IL Sc_)s'pecha de
-Pruebas para FVIII, IX Y XI déficit de factor

Realizar dosaje

-Prueba de IL negativas Pruebas de IL positivas y Ao Tactares
-FVIII disminuido y dependiente accion inmediata de
de la temperatura inhibidor
Realizar ensayo Pruebas confirmatorias
Bethesda de IL positivas
Presencia de Presencia de
inhibidor de FVIII Inhibidor lupico

Nota: La figura representa las pruebas de laboratorio clinico a seguir para llegar a la
deteccion de inhibidores en la hemofilia. Elaborado por Cristopher Borjay Anthony Torres.
Adaptado de Duboscq et al., 2016.

Es importante sefialar que de acuerdo con Tiede et al., (2020), la causa para un aPTT
prolongado puede ser el déficit de uno o mas factores de la coagulacidn, inhibidor ldpico,
heparina en la muestra o en si un inhibidor especifico de factor VIII o IX, por lo cual deben

practicarse varios ensayos para descartar estas posibles alternativas.
4.4.1. Estudio de mezclas
Ensayo de mezcla inmediata:

a) Mezclar plasma normal con el plasma de la muestra del paciente y luego llevar a
cabo una prueba de aPTT de la solucién.
b) Evaluar si existe una correccion de valores en comparacion al resultado previo del

aPTT con el uso de la férmula del indice de Rosner. Realizar otro aPTT de la mezcla
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previo incubacion a tiempo prolongado en caso de observar una correccion nula o
parcial. (Duboscq et al., 2016).

aPTT de mezlca — aPTT normal

Indice de R =
naice de fosner aPTT del paciente

El punto de corte para el resultado lo establece cada laboratorio (valor de orientacién: 0,11).
Ensayo para conocer si los inhibidores son tiempo-temperatura dependientes:

a) Se incuban plasma del paciente, plasma normal y una mezcla en partes iguales de
ambas muestras a 37°C por 120 minutos.

b) Luego de este lapso de tiempo se mezcla inmediatamente en volumenes semejantes
el plasma normal y el plasma del paciente incubados.

c) Se realiza un ensayo de aPTT a las dos soluciones restantes.

d) Se comparan los resultados y en caso de existir una diferencia >10% significa que el
efecto de inhibicidn se vio potenciado con la incubacion (el inhibidor es temperatura-

tiempo dependiente), lo que es caracteristico de inhibidores de factor VIII.

El resultado del aPTT de una muestra de plasma normal que se incuba a 37°C por el
lapso de 120 minutos puede prolongarse un poco debido a una baja en la actividad del factor
VIII. Al mezclar plasma normal con el plasma del paciente con inhibidores, el aPTT se
prolonga en mayor grado mientras se incuba ya que dichos aloanticuerpos inactivan el factor
VI del plasma normal. (Tiede et al., 2020) (Duboscq et al., 2016).

Dosaje de factor VIII o IX

Para los ensayos de laboratorio es fundamental tener a consideracién que al momento
de hacer un dosaje de factores es posible hallar mas de un factor disminuido, lo que hace
dudar acerca de la especificidad del factor en cuestion. Por consiguiente, hay que poner
atencion a los sustratos comerciales deficitarios de los factores XII, Xl, y IX de la
coagulacién que poseen factor VIII, el cual ocasionara una falsa reduccion de la actividad
de otro factor. Por lo cual, en caso de ocurrir esta duda, se debe dosificar todos los factores

con diluciones multiples tal como se observa en la tabla 5.
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Tabla 5. Diluciones realizadas para dosaje de factor
Factor VIII (%) Factor I1X (%) Factor X1 (%)  Factor XII (%)

Dilucion de

plasma Valor normal: Valor normal: Valor normal: Valor normal:
50 - 160 60 — 150 60 — 150 60 — 140
1:5 1 25 19 29
1:10 1 31 33 a1
1:20 1 43 5 55
1:50 4 61 57 64
1:100 6 68 71 90

Nota: la tabla indica las diluciones que se llevan a cabo para el dosaje de los factores de
coagulacion con valores de referencia y ejemplificacion de valores hallados al realizar esta
técnica en laboratorio. Elaborado por Cristopher Borja y Anthony Torres. Adaptado de
Duboscq et al., 2016.

Conforme se realiza un aumento en la dilucién del plasma se pude observar que los
factores IX, X1 y XII se van normalizando a diferencia del factor VIII que tiene una
elevacion casi insignificante a lo largo de las diluciones. Por lo tanto, se pude afirmar la
presencia de un inhibidor especifico de factor VIII ya que se observa una inhibicion
constante del mismo. Por dltimo, hay que sefialar que cuando el paciente presenta
inhibidores tipo I, la dosificacion no se lleva a cabo debido a los bajos niveles del factor en

cuestion (Duboscq et al., 2016).
4.4.2. Prueba de Bethesda

Generalmente los inhibidores son detectados y cuantificados con el uso de un ensayo
de laboratorio clinico denominado como prueba de Bethesda, la cual se fundamenta en la
titulacion para valorar inhibidores en una muestra de plasma citratado. Se mezclan
diluciones en serie de la muestra del paciente con plasma normal, por lo cual los
autoanticuerpos o aloanticuerpos inhibidores provenientes del paciente anulan la correcta
funcionalidad de los factores de la coagulacion VIII o IX presentes en el plasma normal.
Seré posible detectar la actividad de los factores en el plasma normal con diluciones lo
suficientemente elevadas del plasma de prueba que contienen a los inhibidores, lo cual da
paso a la cuantificacion del titulo de estos, basada en la actividad residual y factor de dilucion
correspondiente de la muestra (Duboscq et al., 2016).

Técnica para llevar a cabo la prueba de Bethesda (Figura 7)

a) Mezclar en cantidades iguales el plasma del paciente hemofilico (sin dilucion y en
diluciones seriadas) con un lote de plasma normal que contiene factor VIII o IX

funcional.
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b)

f)

Mezclar en cantidades iguales un lote de plasma normal que contiene factor VIII o
IX funcional con una solucién buffer Owren (evita el deterioro del factor en la
incubacion y mejora su estabilidad).

Incubar las soluciones a 37°C por un periodo de 120 minutos para el ensayo del
factor V111 o por un lapso de 10 minutos para el ensayo del factor 1X.

Determinar la actividad del factor V11 o IX en las soluciones que fueron incubadas
por método cromogeénico o por método coagulable en una etapa.

Calcular el factor V111 o IX residual de cada muestra con la siguiente formula:

Factor VIII o 1X de plasma de paciente con plasma normal

1009
Factor VIII o IX de plasma normal con Buf fer x &

Calcular las unidades Bethesda y graficar en una escala semilogaritmica (porcentaje
del factor V111 o IX residual vs potencia del inhibidor tal como se observa en la figura
9 donde el 50% de factor VIII o IX residual corresponde a una unidad Bethesda (1
UB/mL) y el 100% a cero unidades de Bethesda (figura 8).
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Figura 8: Prueba de Bethesda para la deteccion de inhibidores

A [E=]
,/

Plasma deI paciente Plasma normal (FVill o | Buffer Owren
FIX)

J

Plasma del paciente +
Plasma normal

Mezcla control

jarec | —_J
21 =

Determinar la actividad del factor
Calculo del factor residual

Calculo de las unidades Bethesda

Nota: Las figuras representan los pasos a seguir para llevar a cabo la prueba de Bethesda
para la deteccion de inhibidores en laboratorio clinico. Elaborado por Cristopher Borja y
Anthony Torres. Adaptado de Duboscq et al., 2016.

Figura 9: Célculo de factor residual

Calculo del factor residual

100 4

P L L

Actividad residual (%)

BU/ml
Nota: La figura representa el gréafico de la escala semilogaritmica para la interpretacion
de unidades de Bethesda vs el porcentaje de la actividad residual del factor VIII o IX.
Elaborado por Cristopher Borja y Anthony Torres. Adaptado de Duboscq et al., 2016.
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Para el célculo de la potencia de los inhibidores, se tomaré el factor residual que se
encuentre mas cerca al 50% para después extrapolar el valor del titulo del inhibidor y
multiplicarlo por la inversa de la dilucion del plasma proveniente del paciente con el que se
obtuvo dicho valor de factor residual; no se debe utilizar un factor residual menor al 25% ni
mayor al 75% (resultados >75% se encuentran dentro del margen de error del ensayo y
cuando es <25% el plasma del paciente se somete a pruebas con varios niveles de dilucion
para que el resultado pueda ser leido en la gréafica). El punto de corte de sensibilidad para
este ensayo es 0,6 UB/mL. (Duboscq et al., 2016) (Tiede et al., 2020).

Segun su cantidad, los inhibidores se clasifican en inhibidores de titulo bajo (ITB)
gue son menores a 5 UB/mL e inhibidores de titulo alto (ITA) que son mayores a 5 UB/mL.
Los ITB se producen en el organismo del paciente por un periodo de tiempo limitado para
luego desaparecer de forma espontanea en un intervalo de 6 meses a partir de su aparicion.
Por otro lado, los ITA tienden a persistir desde que aparecen por lo que la Gnica opcion para
que el organismo del paciente no lo produzca es recurrir a usar un protocolo de terapia de
induccion de inmunotolerancia (ITI). Dicha terapia se basa en la administracion de elevadas
dosis de CFC que provocan que el sistema inmune pueda tolerar la presencia de dichos
factores, recuperando asi su eficacia (Carcao y Goudemand, 2018).

4.4.3. Prueba de Nijmegen-Bethesda

Esta prueba de laboratorio se origina con base en cambios del ensayo de Bethesda,
debido a que este presenta una elevada sensibilidad, pero una especificidad muy baja y con
variacion interlaboratorios alta. En la actualidad este ensayo es reconocido como método de
referencia para la deteccion de inhibidores en pacientes con hemofilia A y su modificacion
se centra en agregar buffer de imidazol al plasma normal, ademas de reemplazar el buffer
de Owren por plasma deficiente de factor V11 o IX. El ensayo de Nijmegen presenta niveles
superiores de especificidad y sensibilidad ya que la anulacion de los factores a causa de los
inhibidores es pH dependiente y al estabilizarlo a través de los cambios mencionados este

problema se resuelve (Arias, 2016).
Técnica para llevar a cabo la prueba de Nijmegen-Bethesda (Figura 9)

a) Incubar el plasma del paciente y el lote de plasma deficiente de factor VIIl 0 IX a
58°C por al menos 90 minutos con el fin de inactivar los factores, pero no a los

inhibidores (son temperatura-resistentes).
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b)

d)

f)

9)

Centrifugar las muestras a 4000 g por un lapso de 2 minutos.

Mezclar en cantidades iguales el plasma del paciente hemofilico (sin dilucién y en
diluciones seriadas) con un lote de plasma normal que contiene factor VIII o IX
funcional y se encuentra tamponado con buffer imidazol 4M pH 7,4.

Incubar las soluciones a 37°C por un periodo de 120 minutos.

Determinar la actividad del factor V11l o IX en las soluciones que fueron incubadas
por método cromogenico o por método coagulable en una etapa.

Calcular el factor V111 o IX residual de cada muestra con la siguiente formula:

Factor VIII o 1X de plasma de paciente con plasma normal

1009
Factor VIII o IX de plasma normal con Buf fer x &

Calcular las unidades Nijmegen-Bethesda (UNB), donde el 50% de factor VIl o IX
residual corresponde a una unidad Nijmegen-Bethesda (1 UNB/mL) y graficar en
una escala semilogaritmica (porcentaje del factor VIII o 1X residual vs potencia del
inhibidor tal como se observa en la figura 9. Se debe remarcar que estas
modificaciones en la prueba mejoraron la sensibilidad y especificidad de esta,
incluyendo el valor de punto de corte, sin embargo, cada laboratorio debe asignarlo
acorde a ensayos de inhibidores positivos y negativos con plasma de pacientes
hemofilicos (Tiede et al., 2020) (Duboscq et al., 2016).

55



Figura 10: Prueba de Nijmegen-Bethesda para la deteccion de inhibidores

PRUEBA DE NIUMEGEN-BETHESDA
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Nota: Las figuras representan los pasos a seguir para llevar a cabo la prueba de Nijmegen-
Bethesda para la deteccidon de inhibidores en laboratorio clinico. Elaborado por Cristopher
Borja y Anthony Torres. Adaptado de Duboscq et al., 2016.

4.4.4. Ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzima (ELISA)

Los inhibidores son inmunoglobulinas tipo 1gG dirigidos a epitopos especificos
funcionales de los factores VIII o IX de la coagulacién. Dichos anticuerpos pueden ser de
caracter inhibitorio o neutralizante (anula la actividad del factor) o no
inhibitoria/neutralizante (no anula la actividad del factor, pero puede aumentar la depuracién
de éste). Dicho de otro modo, los anticuerpos sin actividad inhibitoria son capaces de
mermar la respuesta de los CFC como consecuencia de un incremento en la tasa de
eliminacién del complejo anticuerpo-antigeno, por lo cual hallar una farmacocinética fuera
de lo normal cuando se administra CFC no siempre surge por la existencia de inhibidores

funcionales (Carcao y Goudemand, 2018).
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La técnica de ELISA tipo sandwich puede detectar tanto inhibidores tipo | como de

tipo 11y se basa en utilizar dos anticuerpos especificos dirigidos a dos epitopos distintos de

la estructura del anticuerpo inhibidor diana. Un anticuerpo de captura se ancla al fondo del

pocillo de la microplaca del ensayo y al entrar en contacto con el plasma del paciente que

posee inhibidores, éstos formardn un complejo inmune anticuerpo-inhibidor. Luego, al

afiadir el altimo anticuerpo de deteccion conjugado con una enzima, se obtiene el complejo

inmune anticuerpo-inhibidor-anticuerpo de deteccién y al incorporar un sustrato se produce

una reaccion cromogénica que arroja Vvalores de densidad Optica medibles por

espectrofotdmetros, con los que se calcula la concentracion de inhibidores en la muestra del
paciente (Tabatabaei y Ahmed, 2022).

Técnica para llevar a cabo la prueba ELISA (figura 11)

a)

b)

c)

d)

f)

9)

El anticuerpo primario o de captura se ancla al fondo de los pocillos de la microplaca
de ELISA.

Incorporar la muestra del paciente a los pocillos donde los inhibidores se unen el
anticuerpo primario.

Llevar a cabo un lavado de la microplaca (para eliminar todo material presente en
los pocillos a excepcion del complejo inmune anticuerpo primario-inhibidor).
Incorporar el anticuerpo secundario o de deteccidn conjugado con una enzima y se
une a otro epitopo del inhibidor diana.

Llevar a cabo un lavado de la microplaca (para eliminar todo material presente en
los pocillos a excepcion del complejo inmune anticuerpo primario-inhibidor-
anticuerpo secundario).

Al afiadir el sustrato se produce una reaccion enzimatica desarrollando un cambio de
color que genera valores de densidad Optica.

Realizar la lectura de la placa con espectrofotometro y calcular la cantidad de

inhibidor presente en la muestra del paciente (Tabatabaei y Ahmed, 2022).
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Figura 11: Técnica de ELISA tipo sdndwich para la deteccion de inhibidores

Anticuerpo
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N\¢7
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\
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Nota: Las figuras representan los pasos a seguir para llevar a cabo la prueba de ELISA
tipo sandwich para la deteccion de inhibidores. Se muestras la union de anticuerpos
especificos para el inhibidor diana y elementos de la reaccion cromogénica. Elaborado por
Cristopher Borja y Anthony Torres. Adaptado de Tabatabaei y Ahmed, 2022.

Tabla 6. Comparacion de pruebas de laboratorio para la deteccién de inhibidores

Prueba

Metodologia de
la prueba

Ventajas

Desventajas

Bethesda

Coagulometria

Bajo costo econémico
Son capaces de detectar
inhibidores con cinética
Tipo |

Alta sensibilidad

Se puede llegar a subestimar los
titulos de los inhibidores en
hemofilia adquirida ya que éstos
poseen cinética Tipo Il

Elevado porcentaje de coeficiente
de variacion interlaboratorios
Baja especificidad

Puede existir interferencias con
anticoagulante lpico

Nijmegen
-Bethesda

Coagulometria

Alta sensibilidad

Alta especificidad
Mayor control del pH
Bajo porcentaje de
coeficiente de variacion
interlaboratorios

Alto costo econdmico

Elisa

Ensayo de
inmunoadsorcion
ligado a enzimas

Alta sensibilidad

Puede detectar
inhibidores de cinética
Tipo 'y Tipo Il

Baja especificidad: no discrimina
entre anticuerpos neutralizantes y
no neutralizantes.

Alto costo econdmico
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4.4.5.

Métodos alternativos para incrementar la especificidad y sensibilidad de los

ensayos de laboratorio.

Como ya se expuso anteriormente, la prueba de Bethesda y la modificacion de

Nijmegen son las pruebas de laboratorio clinico més utilizadas para la deteccion de

inhibidores, no obstante, las mismas pueden no detectar inhibidores con poca actividad.

Debido a esto se han hecho avances con métodos mas especificos y sensibles de titulacion.

a)

b)

d)

Reemplazar la coagulometria por el método cromogénico (CBA) en el ensayo
de Nijmegen: el CBA es un método mas especifico para medir la actividad residual
de factor VIII de la coagulacion debido a que la presencia de inhibidor lupico en la
muestra del paciente no representa una interferencia en la medicion, lo cual brinda
una solucidn al problema que estos significan para los pacientes con hemofilia A
(Arias, 2016).

Inmunoensayo de fluorescencia (FLI): se basa en el acoplamiento de anticuerpos
al factor VIII recombinante ligado a microesferas de poliestireno. Varios estudios
han arrojado que esta metodologia es capaz de detectar titulos de inhibidores
menores a 0,03 UNB/mL; ademas, este método puede llevarse a cabo en plataforma
luminex que presenta de igual forma una elevada sensibilidad (Arias, 2016).
Ensayo para inhibidores de titulos bajos (LTA): Su principio es idéntico al de la
prueba de Nijmegen a excepcion del uso de plasma concentrado en reemplazo del
plasma nativo, una relacion de 3:1 entre el plasma concentrado y el plasma normal
regulado buffereado e implementacion de método cromogénico para medir la
actividad residual del factor. Este método es 20 veces mas sensible que el ensayo de
Nijmegen y presenta un limite de deteccion <0,03 UNB/mL (Arias, 2016).

Ensayo inhibidor de South Mimms (SMIA): Se basa en la sustitucion del plasma
deciente de factor VIII o IX de la coagulacién por plasma normal de pH controlado
de la prueba de Nijmegen. Esta modificacion descarta una variante, ya que el plasma
con deficiencia de factor que se halla en el mercado es muy heterogéneo y a su vez

menora costos. Presenta un limite de deteccion <0,2 UNB/mL (Arias, 2016).

Es de suma importancia sefialar que tanto el ensayo LTA como el SMIA ain no

se encuentran validados, por lo cual para su implementacion seran necesarios muchos

mas estudios y verificacidn de los resultados de estos.
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5. DISCUSION

Los autores de los diferentes articulos seleccionados en la presente revision
bibliografica concuerdan en que el desarrollo de inhibidores de los factores de la coagulacion
VIII o IX, tanto en pacientes con hemofilia congénita, que los presentan a causa de su
tratamiento y en pacientes con hemofilia adquirida cuyo origen es asociado a diferentes
enfermedades o estados fisiologicos que dan paso a la perdida de tolerancia inmune,
representan la principal complicacion para esta poblacion de pacientes. Por lo cual darle una
importancia prioritaria a la investigacion de técnicas para el diagndstico de esta condicion

médica es crucial para el bienestar de los individuos con esta enfermedad.

En las investigaciones de Margaglione et al. (2018) y Peyvandi et al. (2018) se
menciona que, entre los factores de riesgo no modificables para el origen de inhibidores, con
mayor prondstico de formacidn se encuentran las mutaciones genéticas, la etnia e historial
familiar. Esto concuerda con la informacién presentada por Carcao et al. (2018) y Garagiola
et al. (2018) en los cuales se menciona que las mutaciones con deleciones multidominio,
mutaciones sin sentido de cadena ligera o las inversiones de intrén 22 poseen un porcentaje
de riesgo de formacion de inhibidores muy elevado, seguido a individuos que presentan
historial familiar en los cuales se duplica e inclusive triplica el riesgo si ya existen
antecedentes de la presencia de estos anticuerpos.

En contraste, Carcao et al. (2018), Garagiola et al. (2018) y Margaglione et al. (2018)
reportaron en sus estudios que el valor pronostico de los haplotipos del F8 o F9, asi como
los genes del complejo mayor de histocompatibilidad y genes que codifican citoquinas
inmunorreguladoras presentan un sustento débil. El apoyo de evidencia para dichos factores
de riesgo no modificables no se encuentra bien establecidos 0 no son bien entendidos en su
totalidad por lo cual hacen falta muchas mas investigaciones que aporten en la aclaracion de

evidencia discordante en cuanto a estos factores de origen.

Conforme a la informacion recopilada en el presente estudio y de acuerdo con lo que
mencionan los autores Carcao et al. (2018) y Margaglione et al. (2018), los principales
factores de riesgo modificables entre los que se encuentran el tipo de concentrado de factor
administrado, la exposicion extensa a factores en edad temprana, los traumatismos y cirugias
presentan un nivel de evidencia medio, y un grado de apoyo establecido, pero no muy bien
entendido. Por otro lado, acorde a Garagiola et al. (2018), las vacunas, las infecciones y la

60



microbiota intestinal también son factores de riesgo a tomar en cuenta en el futuro cuando
de igual forma a los anteriores factores mencionados exista evidencia mucho mas clara y
concisa tanto del papel que toman los tipos de concentrados de factor administrados en los
pacientes y los tiempos en los que se lleva a cabo este proceso, asi como también las

consecuencias de acontecimientos externos invasivos para este tipo de pacientes.

La principal terapia para la hemofilia congénita es el reemplazo de los CFC con CFC
derivados de plasma o factores recombinantes, los cuales previenen o frenan episodios de
hemorragias al brindar elevadas dosis del factor de coagulacion necesario en el paciente, sin
embargo, también significan una de las principales causas para el origen de inhibidores. El
autor Carcao et al. 2018 concuerda con los autores Margaglione et al. (2018) y Garagiola et
al. (2018) en que los inhibidores son mucho mas frecuentes en pacientes sin tratamiento
previo y el riesgo de su desarrollo es cada vez menor a medida que incrementa el nimero de

dias de exposicion a los CFC.

Los resultados de las diferentes investigaciones determinan la intensidad de
exposicién a los CFC desde una edad temprana como un factor de riesgo importante para el
desarrollo de inhibidores, donde los 20 primeros DE representan el periodo de mayor riesgo,
por lo cual cada 5 DE se deberan realizar pruebas de deteccion de dichos aloanticuerpos y
luego de cada 10 DE hasta llegar a los 50 DE para finalmente someterse a estos ensayos de
laboratorio minimo 2 veces al afio hasta llegar a los 150 DE. Cabe sefialar que en conjunto
al seguimiento médico y de laboratorio, los autores recomiendan a los individuos con
hemofilia el uso de productos avalados por agencias reguladoras oficiales que aprueban la
calidad de los CFC como la FDA (administracion de alimentos y medicamentos) o la EMA
(agencia europea de medicamentos), al asegurar la pureza del producto y todos los aspectos
que conllevan su proceso de elaboracién (Carcao y Goudemand, 2018).

Referente a la hemofilia adquirida, los autores Tiede et al., (2020) y Poston y Kruse-
Jarres, (2022) concuerdan en mencionar que las diferentes patologias asociadas a su origen,
dentro de las que se encuentran: enfermedades autoinmunes (artritis reumatoide, lupus,
colitis ulcerativa, polimialgia reumatica), tumores sélidos (préstata, colon, pulmén, seno) y
enfermedades dermatoldgicas (psoriasis, pengio vulgaris, penfigoide) en conjunto con
farmacos (penicilina, sulfas, fenitoina, cloranfenicol) y estados fisiologicos (embarazo) no
presentan una relacién clara por lo cual la etiologia puntual de la enfermedad continua siendo

desconocida.
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No obstante, Garagiola et al. (2018), menciona la teoria de la “sefial de peligro” la
cual postula que puede existir una alteracion importante a nivel del sistema inmune debido
a dafo en células o tejidos e incluso por agentes exdgenos extrafios administrados a un
individuo. Es decir, este conjunto de enfermedades que al desarrollarse y manifestarse
provocan dafio celular serian capaces de desencadenar una respuesta autoinmunitaria
dirigida a los factores V111 o IX de la coagulacion a causa de una perdida de tolerancia, sin
embargo, aln son necesarios muchos mas estudios comprobados y validados acerca de estas

teorias.

En cuanto a las técnicas de laboratorio empleadas para el diagnéstico de inhibidores
en pacientes con hemofilia, Carcao et al. (2018) menciona que una de las mejores técnicas
metodoldgicas para cumplir con este fin es la prueba de Nijmegen, misma que surge a partir
de una modificacion de la técnica de Bethesda, para hacerla mucho més sensible y especifica
con un bajo porcentaje de coeficiente de variacion interlaboratorios. Duboscq et al. (2016)
y Garagiola et al. (2018) concuerdan con Carcao et al. (2018) en cuanto a las grandes
ventajas que ofrece el ensayo de Nijmegen y a pesar de representar un elevado costo
econdmico, su implementacién seria un aporte significativo para cualquier laboratorio

clinico con grandes beneficios para los pacientes con hemofilia congénita o adquirida.

Por otro lado, Poston y Kruse-Jarres, (2022) recomienda a la técnica ELISA como
un nuevo ensayo estandar alternativo a los anteriores, ya que no se ve afectado por la
anticoagulacion lupica y medicamentos de interferencia con el APTT; asimismo su mas
grande ventaja se basa en su capacidad de deteccion tanto de inhibidores de cinética tipo | y
Il lo cual lo vuelve una herramienta muy Gtil en el diagndéstico y diferenciacién de hemofilia
adquirida, no obstante su baja especificidad al discriminar entre ambos anticuerpos impone

un requerimiento de mas estudios y seguimiento a la técnica para su implementacion segura.

Con respecto a otras técnicas para la deteccion de inhibidores, Arias, (2016)
menciona a varias, entre las que se encuentran la CBA, LTA y SMIA, que son
modificaciones realizadas al ensayo de Nijmegen con el fin de elevar su sensibilidad y
especificidad al mismo tiempo que se busca su estandarizacion al establecer un mejor control
de calidad a la prueba. También se pone en la palestra a la técnica FLI, respaldada con varios
estudios que han arrojado buenos resultados al demostrar una elevada especificidad del

ensayo, sin embargo, tanto esta técnica como las anteriores mencionadas aun no se
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encuentran validadas y se espera que en los proximos afios se establezcan mas estudios que

avalen su utilidad para su pronta aplicacion en la practica clinica cotidiana.

Para el diagnostico y el tratamiento de la hemofilia es necesario que los pacientes
tengan un acceso total a instalaciones de laboratorios equipados con todos los recursos y el
personal experimentado con el conocimiento para llevar a cabo ensayos precisos de
coagulacién y deteccién de inhibidores. Tal como se ha expuesto a lo largo del presente
documento, dichas pruebas de laboratorio son vitales para cualquier programa integral de
tratamiento en pacientes con hemofilia congénita y adquirida; sin embargo, en el pais la gran
mayoria de laboratorios, hospitales o centros de salud no poseen la capacidad para realizar
pruebas de inhibidores con modificacion, por lo cual la concientizacion y apoyo para

solucionar esta problematica es urgente.

En Ecuador lo recursos son limitados, en hospitales y centros de salud existe una
escasez de tecnologia y personal correctamente informado de los inhibidores como principal
complicacidn en pacientes hemofilicos; por lo que el desarrollo y mejora de los laboratorios
ya existentes que presentan la capacidad de realizar ensayos de coagulacién de buena calidad
deberia ser una prioridad para el pais. Para lograr este cometido el estado debera brindar el
apoyo necesario para una capacitacion del personal e incluir equipos adecuados con

reactivos facilmente disponibles.

Todos los laboratorios tienen que estar sujetos a programas de control de calidad y
evaluacion externa de la misma, ademas de brindar servicios las 24 horas para realizar
analisis de inhibidores de manera oportuna y asegurarse de que exista una excelente
comunicacion entre el laboratorio y el equipo médico que ordena las pruebas a los pacientes,
asegurando que se lleven a cabo los ensayos clinicos correspondientes y que sus resultados

sean interpretados, evaluados e informados correctamente.
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6. CONCLUSIONES

La presente revision bibliografica narrativa llegé a determinar que:

Existe evidencia bien respaldada de que los factores de riesgo genéticos no
modificables son importantes, pero no son los Unicos determinantes para detonar una
respuesta inmune que desemboca en el desarrollo de inhibidores a causa de la administracion
de CFC. Diferentes estudios han demostrado que muchas respuestas inmunolégicas son
parcialmente predecibles y que existen factores modificables que regulan la aparicion de

aloanticuerpos y autoanticuerpos que inhiben a los factores de la coagulacién VIII o IX.

En la actualidad todos los concentrados de factor de coagulacion presentan un riesgo
para el desarrollo de inhibidores, sin embargo las terapias emergentes en desarrollo de
concentrados de factores de coagulacion en conjunto a la mejora en los procesos de
elaboracion y estudio continuo de productos derivados de plasma o recombinantes en el
mercado actual seran claves para en un futuro disminuir en gran medida el riesgo que
presentan los pacientes al administrarse CFC como tratamiento clave para la poblacion con

hemofilia.

Las técnicas de laboratorio factibles para ser aplicadas a nivel nacional para la
deteccidn de inhibidores pueden ser el ensayo de Nijmegen con modificaciones y las pruebas
de ELISA, ya que su analisis e interpretacion son sencillos, ademas de que la
implementacién de estos métodos sera mucho mas fécil, ya que el personal de laboratorio
tiene un conocimiento previo sobre los principios en los que se fundamentan ambas

metodologias.

64



7. RECOMENDACIONES

Se requiere estudios experimentales exhaustivos de las nuevas técnicas de
laboratorio para la deteccion de inhibidores en pacientes con hemofilia congénita y
adquirida, ya que solo de esta forma se lograra avalar nuevos métodos seguros que podran

ser implementados para diagndstico temprano de los mismos.

Es de vital importancia que se realicen estudios de caracter experimental para
determinar qué clase de CFC son mas riesgosos para el desarrollo de inhibidores, para de
esta forma mejorar su fabricacion o de plano dejar en el mercado solo a aquellos con bajo

grado de peligro para el desarrollo de esta complicacion en la poblacion con hemofilia.
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ANEXOS

Anexo 1. Matriz de estrategia de busqueda

Fuente Estrategia de basqueda F,e cha de #,t e
busqueda articulos
DIALNET Inhibitor AND hemophilia AND congenital AND 31/01/23 1
therapy AND treatment
SCIENCE Inhibitors AND hemophilia AND congenital AND
acquired AND factor AND VIII AND IX NOT 31/01/23 15
DIRECT . .
diagnosis
Inhibitors AND hemophilia AND congenital AND
SCOPUS acquired AND factor AND VIII AND IX 31/01/23 2
Inhibitors AND hemophilia AND congenital AND
PROQUEST acquired AND factor VIII AND factor IX NOT 31/01/23 32
diagnosis NOT therapy NOT treatment
PUBMED Inhibitors AND hemophll!a AND congenital AND 01/02/23 23
acquired
JSTOR Inhibitors AND hemophilia AND factor AND VIII 01/02/23 8
AND IX
SPRINGER Inhibitors AND hemophilia AND congenital AND 01/02/23 7
JOURNALS acquired AND factor AND VIII AND IX
SCIELO Hemophilia AND Inhibitor 01/02/23 7
REDALIC Hemophilia AND Inhibitor 02/02/23 10
CLINICAL Hemophilia AND inhibitors AND congenital AND 02/02/23 21
KEY acquired AND factor AND VIII AND IX
BVS Inhibitors AND hemophilia AND congenital AND 02/02/23 38

acquired AND factor AND VIII AND IX

Anexo 2. Matriz de recoleccion de informacion primaria

Ndmero de articulos en fase de

NUmero de articulos luego de

Fuente identificacion eliminacion de duplicados
DIALNET 1 1
SCIENCE DIRECT 15 11
SCOPUS 2 2
PROQUEST 32 24
PUBMED 23 16
JSTOR 8 6
SPRINGER 7 7

JOURNALS

SCIELO 7 5
REDALIC 10 9
CLINICAL KEY 21 15
BVS 38 31
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Anexo 3. (Declaracion STROBE, lista de los puntos esenciales que se deben describir en

un estudio de revision bibliogréafica narrativa)

Titulo y resumen Punte Recomendacion

I (a) Indigue, on ¢l titulo 0 en ¢l resumen, ¢f discio del estudio con un Wrmino habitwal,
(b) Proporcionc en el resamen una sinopsis informativa y equilibrada de 1o que se ba becho y bo que se ha eacontrado.

Introduccion
Coatextodfundamentios 2| Expligue las razoees y ol fundamento centificos de ks isvestigacidn,
Objetivos 3| Indigue Jos objetivos expecificos, incluida cualguicr Mpdtesis preespecificada,
Mdétodon
Dineiio del estadio 4 | Presente al principio del documento los elementon clave del disoio ded estudio
Contexto 5 | Describa el marco, bos lugares y las fochas relevantes, incluido los periodos de reclutamiento, exposicidn, seguinmento
¥y recogida de datos.
Paricipantes 6 (a) Estudion de cobores: proporcione os crenos de elegibiladad asi come lus fucntes y ¢f método de Jos participantes.
Especifique los mtt)dm de seguimiento.
Estdios de casos ¥ : proporcione Jos ¢ de elegibilidod asi come las fucstes ¥ ¢l proceso diagndstico de
Jon cason y ¢l de selecciin dt lon comtrodes, Proporcione las razones pars la elecasdn de cason y comtroles,
Estudios transversales: proporcsons Jos criterios de clegibilidad y las fuemtes y métodos de seleccidn de los paricipantes.
(b) Estudsos de coby em bos dios ap dos, proporcione Jos critenos para ks foemacidn de parejas y el ndmero
de participanies con sla exposicadn,
Estidios de cavos y controles. En los estudion apurcados, proporcsone los on pars la formacidn de las parcjes y of
ndmero de controles por Cada caso.
Varables 7 Defina b todas s bles, de respuesta, expossciones, predictonss, confuadidoras ¥ medificadorss del efecto

Si procede proporciones los criterios diagndaticos,
Fuente de datos/modidas 8* | Para cada vanable de mterés: proporciona kas foentes de datos y Jos detalies de los mésados de valoraciéa (medida).
Si hubiers mds de un grupo, Wlnmtmﬁld.ldek»pnmm&mhh

Scpos 9 Especifigue todas las medsd para ufi fuentes posencrales de sesgo

Tamafo muestral 10 Explique cémo se determind ol tamado muestral

Variables cuantitativas 1 Explique cémo se Las variables ¢ en el andlises. Si procede, expligue qué grapos de definacron y por qué.
Médosos estadisiticos 12 (a) Espeaifigee todos los métodos estadisticos, inchudos los empleados para controdas los factores de confusidn

(b) Especifique 1odos los métodos utilizados para analiza subgrupos ¢ inloracciones.

fc) Explique el tatamiento de bos datos ausentes (missing data)

() Estudio de cobones: st provede, explique odmo se af b péedidas en el seg

Estodios de casos y ¢ dos: s procede, expligee cdmo se af las pérdidas on ol seg:

Estdios transvensales: si procede, especifigee odmo s tenc en acnnencl andlisis la estrategia de mucstreo
) Describa los sadlisis de sonsibllidad.

Resultadon
Participantes 1 (a) Describy el nimero de partcipantes en cada fase del estudio; por ejemplo: cifres de Jos purticipastes poteacialmen-
te clegibles, los analizados pars ser incluidons, los confirmados clegibles, los incheidos en ¢l eaudio, los que tuvieron
un scg dcto y Jos analizad

b) Describa las ruu-n de Iu pérdida de participanies oo cada lase.

i) Considere ¢l weo de um diagrama de flujo.

Dasos descriptives 14* | (2) Describa las caraceeristicas de bos participantes ea ¢l estudho (pej.. demogrificas, chinicas, sociales) y la informacide
sobre las exposicioncs y [os posibles factores de confusion.

(b) Ialigue ¢l némero de participastes con dstos ausentes en cada varable de interés,

(¢) Estudions de cohortes: resuma ¢f periodo de seguimi (p.ap o y total),

Dasos de las vaniables 15+ bmlosdccohtmdcsmbad u de resultado, 0 ben proporcione medias resumen 3 Jo lago ded tiempo.
de rosullado tadion de casos y s describa el mimoro de paricipastos ¢n cada categoria de cxposicida, o bies proporcioncs
medias resumen de exposicidn,

Estudios tramsversales: describa ¢ mimero de eventos resultado, o bica proporciones medidas resumen,

Resultados principales 16 () Proporciones estimaciones o0 apestadas ¥, sl procede, apstadas por factores de confsadn, sl como su prechedn (p. o).
Intervalon de confimmzn del 95% ). Especifique los fsctores de confasida por los que se ajusta y b rizones para incluiros.

{b) Si categoniza variables coati describa los limites de Jos intervalos.

(<) Si fuera pertinente, vadore acompadiar las estimaciones del riesgo relativo con estimaciones del niesgo absoluto para
un periodo de tempo relevante.

Otros andlisis " Describa otros andlisis efectuados (de subgrupos, interacciones o scosbilidad)
Discusion
Resultados clave 18 Resoma bos resubtados principules de los objetivos del estadio
Limdtacsones 9 Discuta kas limitaciones del estadao, teniendo ea cucata posibles fueates de sesgo o de imprecisidn. Razose tanto sobee
la direcowdn como sobve La magnited de cualquice posible sesgo.
Inserpretacion 20 Proporcione una imterp ion global prodente de los revaltad lerando obje limstaciones, multipicidad de
andlisis, resultados de estadios similares y etras pruchas empiricas relevasics.
Gescrubelidad 21 Duscuta la posibilidad de gencralizar los resultados (validez extorsa).
Otra informaciin
Financiacion 2 Especifigue ka imancacion el papel de Jos patrocinadores del dho . s o fe, del estudio peevio on el goe basa o
presenie articalo

Nota: Se ha publicado un articulo que explica y detalla la elaboracion de cada punto de la lista, y
ofrece el contexto metodoldgico y ejemplos reales de comunicacion transparente 18,20: La lista de
puntos STROBE se debe utilizar preferiblemente junto con ese articulo (gratuito en las paginas web
de la revista PLOS Medicina [http://www.plosmedicine.org/. Annals of Internal Medicine
(http://annals.org/ y Epidemiology [http://www.epidem.com/).En la pégina web de STROBE
(http://www.strobe-statement.org/) aparecen las diferentes versiones de la lista correspondiente a
los estudios de cohortes, a los estudios de casos y controles y a estudios transversales.
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Anexo 4. Matriz de articulos excluidos

N , Fuente Afo Tmflo del Citacion completa Revista URL o DOI MOUVQ, de
Articulo documental Articulo exclusion
Lopez-Arroyo, J. L., Pérez-Zliiga, J. M., Merino-
Pasaye, L. E., Saavedra-Gonzalez, A., Alcivar-
Cedefio, L. M., Alvarez-Vera, J. L., Anaya-Cuellar,
., Arana-Luna, L. L., Avila-Castro, D., Bates-Martin, httos://pubmed.nchi
Consenso de R. A., Cesarman-Maus, G., Chavez-Aguilar, L. A., nlm.nih qov/3é819 El articulo centra
1 Secundaria 2021 Hemofilia  en Pefia-Celaya, J. A. de la, Espitia-Rios, M. E., Estrada- ___~— su investigacion
L ) . ) 260/ S
México Dominguez, P., Fermin-Caminero, D., Flores- solo a México.
Patricio, W., Chavez, J. G., Garcia-Lee, M. T., ...
Ibarra, M. A. (2021). Consensus on hemophilia in
Mexico. Gac Med Mex, 157, S1-S35.
https://doi.org/10.24875/GMM.M21000463
Srivastava, A., Santagostino, E., Dougall, A.,
Kitchen, S., Sutherland, M., Pipe, S. W., Carcao, M., .
- . . . No Brinda Ia
WFH Guidelines Mahlangu, J., Ragni, M. v., Windyga, J., Llinas, A., suficiente
for the Goddard, N. J., Mohan, R., Poonnoose, P. M., https://pubmed.ncbi iformacion
9 secundaria 2020 Management of Feldman, B. M., Lewis, S. Z., van den Berg, H. M., y .nlm.nih.gov/32744 acorde  a los
Hemophilia, 3rd Pierce, G. F. (2020). WFH Guidelines for the 769/ .
. . . — objetivos a
edition Management of Hemophilia, 3rd edition. cumolic de  Ia
Haemophilia : The Official Journal of the World inveSti acion
Federation of Hemophilia, 26 Suppl 6(S6), 1-158. g '
https://doi.org/10.1111/HAE.14046
Caracteristicas ~ Sanchez-Duque, J. A. (2017). CARACTERISTICAS _ i El articulo centra
. . . http://www.scielo.o . .,
clinicas y CLINICAS Y EPIDEMIOLOGICAS DE ra.bo/scielo phn?sc su investigacion
3 Primaria 2017  epidemioldgicas PACIENTES CON HEMOFILIA DEL EJE d: -POL: solo a una region

de pacientes con
hemofilia del eje

Revista Cientifica
20(2), 15-20.

CAFETERO, COLOMBIA.
Ciencia Médica,

ript=sci_arttext&pi
d=S1817-

de Colombia.
Existe mucho

72


https://doi.org/10.24875/GMM.M21000463
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33819260/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33819260/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33819260/
https://doi.org/10.1111/HAE.14046
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32744769/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32744769/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32744769/
http://www.scielo.org.bo/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1817-74332017000200003
http://www.scielo.org.bo/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1817-74332017000200003
http://www.scielo.org.bo/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1817-74332017000200003
http://www.scielo.org.bo/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1817-74332017000200003

cafetero,
Colombia

https://redalyc.puce.elogim.com/articulo.0a?id=4260

7433201700020000

54755003

3

sesgo  en la
investigacion.

Diagnosis  and
care of patients

Benson, G., Auerswald, G., Dolan, G., Duffy, A.,

with mild Hermans, C., Ljung, R., Morfini, M., y Salek, S. Z. _ . El articulo no
. . . . . . https://pubmed.ncbi .
haemophilia: (2018). Diagnosis and care of patients with mild . brinda
. . . . . - .nlm.nih.gov/29328 . .,
Secundaria 2018  practical haemophilia: practical recommendations for clinical 905/ informacion
recommendation management. Blood Transfusion = Trasfusione Del — relevante para la
s for clinical Sangue, 16(6), 535-544. investigacion.
management https://doi.org/10.2450/2017.0150-17
Unexplained
hemorrhagic Constantinescu, C., Jitaru, C., Pasca, S., Dima, D., https://www.scienc
. . . . . ; No se encuentra
syndrome? Dirzu, N., Coriu, D., Zdziarska, J., Ghiaur, G., edirect.com/science dentro del rando
secundaria 9022 Consider Mahlangu, J., y Tomuleasa, C. (2022). Unexplained /article/pii/S026896 establecido 3e
acquired hemorrhagic  syndrome?  Consider acquired 0X21001132?via% .
. . ] cuartiles en la
hemophilia A or hemophilia A or B. 3Dihub investiaacion
B https://doi.org/10.1016/j.blre.2021.100907 g
, . https://www.scienc .
. Rodriguez Rodriguez, M., Zafra Torres, D., Castro ; . El articulo no
Alteraciones . . , edirect.com/science .
. Quismondo, N., y Martinez-Lopez, J. (2020). . " brinda
. adquiridas de la . L . ) [article/pii/S030454 . .,
Secundaria 2020 coaaulacion Alteraciones adquiridas de la coagulacion. Revista de 12203029737via%3 informacion
g La Educacion Superior, 13(22), 1250-1258. Dihub ' relevante para la
https://doi.org/10.1016/j.med.2020.12.003 - investigacion.
Factor VIII/IX Batty, P., Riddell, A., Kitchen, S., Sardo Infirri, S., https://pubmed.ncbi No se encuentra
Secundaria 2021  inhibitor testing Walker, I., Woods, T., Jennings, I., y Hart, D. P. .nlm.nih.gov/33650 dentro del rango

practices in the

(2021). Factor VIII/IX inhibitor testing practices in

732/

establecido  de
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Official Journal of the World Federation of
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cuartiles en la
investigacion

Primaria

2022

Impact of
different factor
VIII inhibitor

kinetic profiles
on the inhibitor
titer
guantification

using the
modified
Nijmegen-
Bethesda assay

Ketteler, C., Hoffmann, 1., Simon, |, Mphil, D., Chen,

| David, Tiede, A., & Richter, N. (2022). Impact of https://pubmed.ncbi
different factor VIII inhibitor Kinetic profiles on the .nlm.nih.gov/36518
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El articulo no
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Anexo 6. Matriz de recoleccién de la informacion final

N° Titulo del . . Tipos de Causas que originan los Métodos
. . Importancia Factores de riesgo . . . N o,
articulo articulo inhibidores inhibidores diagnosticos
Cuantificacion
. mediante la
La exposicion a concentrados de rueba de
factor como tratamiento para el P
e . Bethesda
déficit o alteraciones de los factores
. Inmunoensayos
VIII o IX, podria provocar que el de
sistema inmunolodgico reconozca - - . . .
N . Factores genéticos Inhibidor alto Tiempo, el régimen y la fluorescencia
Los inhibidores estos factores como una proteina e . . . .
- N no modificables y >5  unidades intensidad de (Eliza) para la
en la Hemofilia: extrafia desarrollando . ., L
. ., . . factores Bethesda (BU) administracion del deteccion de
1 informacion aloanticuerpos neutralizantes contra . . . . .
L . . ambientales Inhibidor bajo tratamiento de acuerdo anticuerpos no
basica,  Quinta los tratamientos. . . .
L, . N posiblemente < 5 wunidades con la edad en la que fue neutralizantes;
edicion Autoanticuerpos inhibidores de los . . i
modificables. Bethesda (BU) administrado. es decir
FVIII se llegan a presentar en .
. . anticuerpos que
personas con hemofilia adquirida en .
no inhiben a los
mayor parte personas de edades
. factores de
avanzadas con alteraciones en su L
: . L coagulacion en
sistema inmunoldgico.
este caso el
FVIII o FIX.
. El 10% de los pacientes con -
International . . P Inhibidor alto e
. hemofilia adquirida no presentan . Cuantificacion
recommendations . . >5  unidades Enfermedades que afectan .
. . sangrados, petequias o alteraciones " . . L mediante la
on the diagnosis L No genéticos y no Bethesda (BU) el sistema inmunoldgico,
2 de coagulacion notable por lo que X . . . . . prueba de
and treatment of . . medioambientales  Inhibidor bajo embarazo, infecciones o
. existe el riesgo de presentar . . Bethesda.
acquired complicaciones  en (0CES0S < 5 unidades neoplasias.
hemophilia A . p_ P Bethesda (BU)
invasivos.
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La importancia radica en la no
existencia de un algoritmo universal
para el diagnostico de este tipo de
hemofilia, por ende, los médicos no
tienen la  experiencia  para
diferenciarla de otras
enfermedades,

European
principles of
inhibitor
management in

La complicacion méas grave es el
desarrollo de una respuesta
inmunitaria o inhibidores a los
factores exdgenos administrados
como tratamiento; a los cuales
inactiva las proteinas de los FVIII o
FIX infundidas.

Se establece 10 principios para la
gestion de los inhibidores en
pacientes tratados y diagnosticados.

Genéticos y
medioambientales

Inhibidores de
titulo alto o
bajo clasificado
de acuerdo con
el titulo mas
alto reportado
en el paciente.
Inhibidor alto
>5  unidades
Bethesda (BU)
Inhibidor bajo
< 5 unidades
Bethesda (BU)

Tiempo, el régimen y la
intensidad de
administracion del
tratamiento de acuerdo
con la edad en la que fue
administrado.

Cuantificacion
mediante la
prueba de
Bethesda

patients with
haemophilia
Genetic Risk
Factors and
Inhibitor
Development in
Hemophilia:

What Is Known
and Searching for
the Unknown

Se establece un sistema de
puntuacion de acuerdo al régimen
del tratamiento para cuantificar el
riesgo que tiene el paciente de
desarrollar un inhibidor.

El origen se da por mutaciones en el
gen F8 y F9 respectivamente
causando la disminucion o la
eliminacion de los factores.

Factores genéticos
no modificables y
factores
ambientales
posiblemente
modificables.

Inhibidores de
titulo alto o
bajo clasificado
de acuerdo con
el titulo mas
alto reportado
en el paciente.

tiempo, el régimen y la
intensidad de
administracion del
tratamiento de acuerdo
con la edad en la que fue
administrado.

Cuantificacion
mediante la
prueba de
Bethesda para
el diagnostico
Pruebas
moleculares
para estudio de
expresiones
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De acuerdo con los antecedentes
familiares y a la investigacion
genética de las mutaciones se puede
establecer una clasificacion de estas
mutaciones en alto y bajo riesgo.

genéticas para
investigacion.

Hemofilia
adquirida

La deteccion de los inhibidores en
pacientes con hemofilia adquirida
tiene su importancia cuando no
existe un algoritmo adecuado para
la deteccion de estos, ya que los
pacientes presentaron hematomas

No genéticos y no

Inhibidor alto
>5  unidades
Bethesda (BU)

Enfermedades que afectan
el sistema inmunoldgico,

Cuantificacion
mediante la

Reporte de cuatro espontaneos a los cuales se les medioambientales Inhibidor bajo embarazo, infecciones o prueba de
casos realizo al principio pruebas de < 5 unidades neoplasias. Bethesda
coagulacion al no encontrar Bethesda (BU)
respuesta se realizaron pruebas para
detectar un inhibidor ya que
sospecharon de hemofilia.
Para el seguimiento y control de los . . .
o - Tiene mas frecuencia en
inhibidores se establecid que se _ .
. . Inhibidor alto mujeres embarazadas vy e,
debe trabajar en terapias de . , Cuantificacion
. ., . >5  unidades mas probable en personas .
Advances in supresion del mismo y en pruebas " mediante la
. L . . .. No genéticos y no Bethesda (BU) con edad avanzada en
Acquired de deteccidn especias y titulacion - . L ; . - . prueba de
. . medioambientales  Inhibidor bajo promedio de 60 afios, asi
Hemophilia A como la prueba Bethesda; asi como < 5 unidades como  en  trastornos Bethesda.
pruebas modificadas de ELISA para ELISA

la deteccion de anticuerpos no
neutralizantes.

Bethesda (BU)

autoinmunes o neoplasias
malignas.

Risk factors for

inhibitor
development

in

La formacién del inhibidor se da
por una serie de mutaciones en el
gen F8 los cuales desencadenan

Genéticos y
medioambientales

Inhibidores de
titulo alto o
bajo clasificado

Probabilidad elevada
durante el tiempo, el
régimen y la intensidad de

Cuantificacion
mediante la
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severe
hemophilia a

respuestas auto inmunes contra los
factores de reemplazo
administrado.

Se ha demostrado que existe una
interaccion entre las mutaciones del
gen F8 y genes inmunomodulares
para la prediccion de una posible
respuesta a la primera exposicion al
tratamiento.

de acuerdo con
el titulo maés
alto reportado
en el paciente.
Inhibidor alto
>5  unidades
Bethesda (BU)
Inhibidor bajo
< 5 unidades
Bethesda (BU)

administracion del
tratamiento.

El dafio celular causado
por hemorragias, cirugias
0 infecciones envian

sefiales de alerta que

desencadenan en
respuestas  inmunitarias
contra el factor de

reemplazo administrado.
Mutaciones en el gen F8

prueba de
Bethesda

Product type and

other
environmental

risk factors for

inhibitor
development
severe
hemophilia A

in

Por mas de 30 afos el tratamiento
con concentrados de FVIII fue un
descubrimiento de vanguardia al ser
utilizado para eliminar el riesgo de
complicaciones graves, sin
embargo, el 30% de los pacientes de
acuerdo con el nivel de exposicion
empiezan a formar inhibidores
neutralizando el efecto del factor
como tratamiento.

El estudio demuestra que la
existencia de inhibidores se asocia
méas con el tipo de tratamiento
administrado 'y  las  bases
inmunolégicas del mismo a
comparacion de otros factores de
riesgo que si tienen un porcentaje de
influencia bajo.

Genéticos y
medioambientales

No establece el
uso de la
prueba
Bethesda, pero
realiza una
comparacion
entre varios
tratamiento
frente a los
factores de
riesgo.

tiempo, el régimen y la
intensidad de
administracion del
tratamiento de acuerdo
con la edad en la que fue
administrado.

No establece el
uso de la
prueba
Bethesda.

80



		2023-06-01T11:04:46-0500
	MARCELA ALEJANDRA MARDONES MONTANARES




