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Resumen

Introduccion: En la préctica clinica, la medicion de los niveles de los factores de coagulacion se utiliza para detectar posi-
bles deficiencias de factores en pacientes con manifestaciones hemorragicas o para explicar el origen de resultados prolon-
gados en las pruebas rutinarias de coagulacion. Objetivo: Evaluar dosajes de FVIIl, FIX y FXI con Silica Clotting Time
Confirm (SCTC) en muestras anticoagulante Iupico-positivas (AL+), controles normales (CN) y deficientes de factores (D).
Materiales y métodos: Plasmas citratados: 73 AL+, 45 CN y 77 D: 40 FVIll, 22 FIX y 15 FXI. Dosaje FVIII, FIX y
FXI: (1) APTT-SynthASil (SYNT); (2) SCTC (3) FVIIl Cromogénico (FVIIICHROM). Resultados: CN: FVIIISCTC ligeramente
inferiores a FVIIISYNT y FIXSYNT a FIXSCTC. FXISYNT-FXISCTC comparables. D: Sin diferencias FVIIISCTC, FVIIISYNT y
FVIICHROM, ni FXISYNT versus FXISCTC. FIX SYNT ligeramente superior a FIXSCTC. CN + D: r > 0.970 FVIll, FIX y FXI
SCTC-SYNT. LA +: curva de dilucion no-paralela 36.7% FVIISYNT, 66.1% FIXSYNT y 86.2% FXISYNT. FVIIISYNT1/40,
FVIIISCTC y FVIII-CHROM comparables. FVIISCTC-FVIICHROM r = 0.949, FVIIIISCTC-FVIIISYNT r = 0.759. Baja
FIXSCTC-FIXSYNT y no correlacion FXISCTCFXISYNT. Conclusidn: Los ensayos de FVIII, IX and XI con SCTC parecen
utiles en muestras AL+ especialmente cuando se necesitan altas diluciones.

Palabras clave: Dosaje de factores de coagulacidn. Anticoagulante ltpico. Tiempo de silice confirmatorio.

Abstract

Introduction: In clinical practice, coagulation factors levels measurement is used to detect possible factor deficiency in
patients with bleeding manifestations or to explain the origin of prolonged routine coagulation tests results. Objectives: The
aim was to evaluate factor VIIl (FVIIl), factor IX (FIX), and Factor XI (FXI) assay performed with silica clotting time confirm
(SCTC) reagent in LA positive (AL+), normal controls (NC), and factors deficient (D) samples. Materials and methods: Citrated
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plasmas: 73 AL+, 45 NC; 77 D: 40 FVIIl, 22 FIX, and 15 FXI. FVIIl, FIX, and FXI D. (1) SynthASil activated partial thrombo-
plastin time (APTT) (SYNT); (2) SCTC (3) FVIIl chromogenic assay (FVIICHROM). Results: NC: slightly lower FVIIISCTC than
FVIIISYNT and FIXSYNT than FIXSCTC. No differences FXISYNT versus FXISCTC. D: No differences between FVIIISCTC,
FVIIISYNT, and FVIICHROM, or FXISYNT versus FXISCTC. FIX SYNT is slightly higher than FIXSCTC. NC+C: FVIII, FIX and
FXI SCTC-SYNT r > 0.970. AL+: 36.7% FVIISYNT, 66.1% FIXSYNT, and 86.2% FXISYNT nonparallel dilution curves.
FVIIISYNT1/40, FVIIISCTC, and FVIll: CHROM comparable results. FVIISCTC-FVIICHROM, r: 0.949, FVIISCTC-FVIIISYNT,
r: 0.759. Low FIXSCTC-FIXSYNT, no correlation FXISCTC-FXISYNT. Conclusion: FVIII, FIX, and FXI assays with SCTC seem

to be useful to measure factor levels in AL+ samples.

Keywords: Coagulation factors dosage. Lupus anticoagulant. Silica clotting time confirm.

Introduccion

En la practica clinica, la medicién de los niveles de
factores de coagulacion se utiliza para detectar posi-
bles deficiencias de factores en pacientes con mani-
festaciones hemorragicas, o para explicar el origen de
resultados prolongados en pruebas de coagulacion
rutinarias. Son especialmente importantes las pruebas
de factores de la via intrinseca, debido a la alta preva-
lencia de trastornos hemorragicos graves tales como
la hemofilia A, deficiencia del factor VIII (FVII), y la
hemofilia B, deficiencia del factor IX (FIX), no solo para
el diagndstico sino también para el seguimiento de la
terapia de reemplazo. EI FVIII también es importante
para el diagnostico de la enfermedad de von Willebrand,
y el factor XI (FXI) para el diagndstico y seguimiento
terapéutico de la deficiencia de FXI'. La prueba mas
disponible es el método de una etapa basado en el
tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa) que
se realiza en una dilucion de plasma del paciente (PP)
mezclada con plasma deficiente en el factor especi-
fico™. Se reconoce que diferentes reactivos del TTPa
(origen, composicién y concentracion de fosfolipidos
[PL] y activador de la via intrinseca) muestran distinta
sensibilidad a los niveles especificos de factores, asi
como a la presencia de actividad anticoagulante IUpica
(AL) en el plasma. La presencia del AL conduce a
resultados falsamente bajos en los niveles de factores
debido a la interferencia del AL sobre la disponibilidad
de PL para la prueba del TTPa utilizada en el ensayo.
Se sugiere que el reactivo del TTPa utilizado para las
pruebas de factores debe contener una alta concentra-
cion de PL y ser de baja sensibilidad a la anticoagula-
cién lupica®. También se ha recomendado que las
pruebas de factores se realicen procesando, como
minimo, 3 diluciones del PP y analizando los resultados
mediante el método de lineas paralelas para obtener un
resultado mas preciso y detectar y superar interferen-
cias como el AL"%. Se han propuesto otras técnicas para
eliminar la interferencia del anticoagulante ltpico (AL)

en las mediciones de actividad de los factores, tales
como la neutralizacién de la interferencia del AL
mediante la adicién de PL en fase hexagonal al PP
antes de realizar la prueba®, el uso de plasmas deficien-
tes en factores heterofilicos en lugar de humanos’ o el
uso de pruebas amidoliticas o cromogénicas (CHROM)" 8,
De todas estas técnicas, los métodos CHROM estan
disponibles en muchos centros de hemofilia, pero no en
laboratorios clinicos.

Dependiendo de las caracteristicas y concentracion
de los anticuerpos, muchos AL generan una prolonga-
cion muy marcada del TTPa y pueden interferir en la
dosificacion de factores incluso a una dilucion del PP
en una proporcion de 1:40 (la dilucion mas alta reali-
zada automaticamente por algunos coagulémetros),
ofreciendo resultados falsamente bajos que obligan a
realizar otras tantas diluciones con menor precision.

Algunos autores han descrito que el uso del reactivo
confirmatorio (alto contenido en PL) de tiempo de coa-
gulacion con silice confirmatorio (SCTC) en las pruebas
de factores de la via intrinseca podria ser una herra-
mienta Util y sencilla para superar el efecto del AL®.

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar las
pruebas de FVIII, FIX y FXI realizadas con un TTPa
que contiene silice como activador y una alta concen-
tracion de PLs (SCTC) en un gran numero de muestras
con actividad AL positivas, asi como en controles nor-
males (CN) y plasmas deficientes en factores, en 3
laboratorios distintos para verificar los resultados pre-
viamente descritos.

Materiales y métodos
Poblacion

Se analizaron un total de 195 muestras. Las mues-
tras y controles analizados se detallan en la tabla 1. El
estudio se llevé a cabo en 3 laboratorios diferentes de
hemostasia de hospitales distintos: 1-Hospital Italiano
de Buenos Aires, 2-Unidad Asistencial Por mas salud
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Tabla 1. Descripcion de los grupos de estudio y control

Descripcion ““ Descripcion “ Descripcion n Descripcion “

Total Total

AL+ 60 HA 30

AL+AVK 13 HA grave "
HA moderada 9
HA leve 10
EVW 6
HA adquirida 4

Total Déficit congénito total

HB leve 6 Grave 8
Déficit de vitamina K 2 Moderado 1
AVK 14 Leve 6

AL+: anticoagulante lapico positivo; CN: controles normales; FVIIID: deficiencia de factor VIII; FIXD: deficiencia de factor IX; FXID: deficiencia de factor
XI; AVK: antagonistas de la vitamina K; HA: hemofilia A; HB: hemofilia B; EVW: enfermedad de von Willebrand.

Dr. César Milstein, 3-Hospital Britanico de Buenos
Aires, todos ubicados en la Ciudad Auténoma de
Buenos Aires, Argentina. Las muestras positivas de AL
provinieron principalmente del centro n° 1, las muestras
de pacientes con deficiencias congénitas se recogie-
ron en los 3 centros y muestras de hemofilia A (HA)
principalmente del centro n° 2.

El protocolo fue revisado y aprobado por el Comité
de Etica de Investigacién en Seres Humanos del
Hospital Italiano de Buenos Aires (CEPI). No se pidio
el consentimiento informado por escrito, ya que el estu-
dio cumplia con los criterios establecidos para el
manejo de muestras de sangre remanente y los datos
de los pacientes se recopilaron de manera retrospec-
tiva, se eliminaron los identificadores y la informacion
utilizada fue anénima.

Toma de muestras

La sangre se extrajo mediante venopuncion limpia y
se recogid en tubos Vacutainer con citrato de sodio al
10% (Becton Dickinson). El plasma pobre en plaquetas
se obtuvo mediante centrifugacién a temperatura
ambiente a 200g durante 10 minutos. Se realiz6 una
22 centrifugacion del plasma y las muestras se dividie-
ron en 2 alicuotas: una se procesé segun la indicacion
médica y la otra se congeldé a -70°C hasta su uso en
el estudio (no mas de 3 meses).

Pruebas de coagulacion

Para la prueba del TTPa: HemoslL APTT SP
(Werfen).

Los 2 métodos utilizados para la dosificacion de
factores se realizaron utilizando plasmas inmunodefi-
cientes en FVII, IX y XI y el plasma calibrador
HemoslL, ambos de Werfen.

— Método estandar: dosificacion FVIIISYNT, FIXSYNT
y FXISYNT en 3 diluciones del PP (en proporciones
1/10, 1/20 y 1/40), usando el reactivo HemosIL Syn-
thASIL APTT (Werfen). Todos los laboratorios utili-
zaron 2 niveles de controles internos (normal y bajo)
(HemosIL NC assayed y HemosIL special test 2
control, Werfen) y participaron en un programa ex-
terno de evaluacion de calidad.

— Métodos alternativos  FVIISCTC, FIXSCTC,
FXISCTC: dilucién del PP en proporcién 1/10, He-
moslIL SCT confirm (SCTC) como reactivo del TTPa
y HemoslIL SCT CaCl,, ambos de Werfen. El méto-
do fue validado empleando 2 niveles de controles
internos y comparado con el método anterior.

— Prueba cromogénica de FVIII (FVIII: CHROM):
Electrachrome FVIII Kit (Werfen) con FIXa bovi-
no 0,3 U/vial, FX en exceso 2,7 Ul/vial, trombina 1
UNIH/vial, CaCl, 40 umol/vial y PLs 0,2 umol/vial.
Sustrato cromogénico: S-2765 7,7 mg/vial con inhi-
bidor sintético de trombina 12581 y manitol recons-
tituido en tampdn TRIS 25 mM.

Todas las pruebas de coagulacion se realizaron en
coagulémetros de la familia ACL TOP: ACLTOP 500
(Werfen).

Analisis estadistico

Se utilizaron las pruebas no paramétricas de
Friedman y Wilcoxon pareadas. Las correlaciones se



Tabla 2. Niveles de FVIII, FIX y FXI medidos en muestras con AL+ y grupos control
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realizaron mediante el método de Spearman. Los ana-
lisis estadisticos se realizaron con el software I1BM
SPSS versién 23.

FXI SCTC
(Ul/dL) 1/10
Mediana (RIC)
105 (100-127)
105%* (93-118)
1,4 (0,0-11,5)

Resultados

El coeficiente de variacion inter-prueba analitica para
los métodos SCTC fue: FVIIl 4,5% vy 6,3%, FIX 49% y
7,0%, FXI 4,7% y 6,1%, valores parecidos a los observa-
dos con la prueba original empleada en SYNT: FVIII 4,5%
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Figura 1. A: gréficos de Bland-Altman comparativos de FVIIISCTC frente a FVIII Synth en controles normales (CN),
B: pacientes con hemofilia A y enfermedad de von Willebrand (EVW), C: pacientes AL+, D: FVIIISCTC frente a
FVIIl: CHROM en CN, E: hemofilia A y EVW, F: pacientes AL+.

mL; todas transformaron su valor a > 50 Ul/mL cuando
se utilizd FVIII SYNT 1/40, y las 62 presentaron resul-
tados normales o elevados con FVIII SCTC. Se debe
tener en cuenta que 23/58 muestras analizadas con

FIX SYNT 1/10 presentaron valores < 50 Ul/mL, y 14/23
persistieron bajos con FIX 1/40, siendo bajos con FIX
SCT solo 5/14 muestras de pacientes en tratamiento
con AVK con INR > 3.0.
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Figura 2. A: gréficos de Bland-Altman comparativos de FIXSCTC frente a FIX Synth en CN y pacientes con
deficiencia de FIX, C: pacientes AL+ con curva de dilucion (CD) de FIX Synth no paralela, E: con CD paralela de FIX
Synth, B: FXISCTC frente a FXI Synth en CN y pacientes con deficiencia de FXI, D: pacientes AL+ con CD no paralela
de FXI Synth, F: con CD paralela de FXI Synth.

La figura 1 muestra todos los resultados de las diferencias estadisticamente significativas entre FVIII
muestras LA+ (tanto con CD paralela como no para- SYNT, FVIIl CHROM y FVIII SCTC en pacientes CN y
lela). En un grupo mas pequefio de muestras estudia- HA ni en LA+ (solo 4/15 presentaron CD no paralela
das en el centro de hemofilia no se encontraron con FVIII SYNT), (Tabla 3y Fig. 1).
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Tabla 3. FVIII medido mediante técnica coagulométrica estandar (SYNT), alternativa (SCTC) y técnicas cromogénicas

FVIII SYNT 1/10 FVIII SYNT 1/40 FVIIl CHROM FVIII SCTC 1/10
Mediana (IQR) Mediana (IQR) Mediana (IQR) Mediana (IQR)

Controles normales 126 126 108*
(n =15) (99-166) (105-152) (95-142)
LA+ 101 109 102 95

(n =15) (58-120) (78-148) (85-140) (69-131)
FVIID 2.9 1.0 3.0
(n = 25) (0.4-11.2) (1.0-6.0) (0.9-9.5)

*P =0.046 FVIII SCT1/10 vs FVIII CROM.
LA: anticoagulante lipico; FVIID: deficiencia de FVIII.

La figura 2 muestra graficos de Bland-Altman com-
parativos de FIX y FXI por SCTC y SYNT. En muestras
LA+, FIX SYNT 1/10 muestras presentd niveles mas
bajos frente a FIX SYNT 1/40 y FIXSCTC. Y lo que es
mas, FIX SYNT 1/40 fue mas bajo que FIXSCTC
(Tabla 2), lo cual se aprecia, claramente, en la figura 2C
comparada con la figura 2E, donde algunas muestras
no alcanzan valores normales de FIX ni siquiera en
diluciones 1/40.

FXI SYNT 1/10 presentd resultados estadisticamente
mas bajos que FXI SYNT 1/40 y FXI SCTC en mues-
tras LA+, sobre todo, aquellas con CD no paralela
(Tabla 2, Fig. 2D comparada con la Fig. 2F).

Si bien las correlaciones entre FVIII realizadas
empleando los métodos SYNT y SCTC fueron mejores
al usar diluciones 1/40 comparadas con 1/10 del PP
en muestras LA+ (0,759 frente a 0,602, p < 0,001 para
ambos) estas fueron excelentes entre FVIISCTC y
FVIII: CHROM (0,949, p < 0,001). No hubo correlacién
entre SCTC y SYNTH a dilucién 1/10 y SIKI una baja
correlacion estadistica con FIX SYNT a dilucién 1/40
(0.373, p = 0,004) en plasmas LA+. Y lo que es peor,
tampoco hubo correlacién entre los métodos SYNT y
SCTC en las mediciones de FXI.

En solo otros 2 casos de pacientes con HA adqui-
riday LA, coexistiendo ambas expresiones de autoin-
munidad, el FVIII SCTC residual fue mayor que el
FVIIISYNT a dilucién 1/40 de PP y en un paciente, la
titulacion del inhibidor de FVIII fue 1 BU mas baja con
FVIIISCT que con FVIISYNT.

Discusion

Este estudio viene a confirmar que los niveles de FVIII,
FIX y FXI pueden medirse con una prueba de coagula-
cion en una etapa utilizando un reactivo del TTPa con

silice como activador y alta concentracion de PL (SCTC)
en casos de plasmas AL+ para superar la interferencia

del AL y la infravaloracién del nivel del factor, evitando
asi la mala interpretacion de los resultados por parte de
los médicos. Aunque esto coincide con lo ya publicado®,
en el presente estudio, utilizamos un reactivo de silice
del TTPa estandar distinto y un coagulémetro con un
principio de deteccion de coagulos diferente. Asimismo,
en el presente estudio, se analizé un mayor nimero de
muestras AL+ y CN y muestras con deficiencia de FVIIID,
FIXD y FXID, lo cual permitié confirmar que las deficien-
cias de factor pueden identificarse correctamente. No se
debe olvidar que el FVIIISCTC presentd una muy buena
correlacion con el FVIICHROM, que se considera el
método ideal para superar la interferencia del AL.
Una observacion interesante es que el no parale-
lismo en las muestras AL+ fue menos frecuente en la
dosificacion de FVIII que en la de FIX y FXI, lo cual
quedd evidenciado por muchos resultados bajos de
FIXSYNT y FXISYNT, incluso a una dilucién 1/40 del
PP, lo cual coincide con los resultados descritos por
Tang y Yin®, quienes, en las 12 muestras AL+, hallaron
un menor sesgo < 20% utilizando el TTPa A frente a
SCTC en 2 muestras para FVIII, 5 para IX y 4 para FXI,
incluso con una mayor dilucién del PP. La razdn de este
hallazgo no se conoce, pero se podria pensar que en
el complejo tenasa intrinseca, el dominio Gla y el anclaje
del FIX a la superficie de los PL dependiente del cal-
cio son muy importantes. Ademas, la concentracion de
PL es un factor determinante y el AL compite con la
unioén de los factores de coagulacién por las superficies
cataliticas de los PL en pruebas de coagulacion como
el TTPa'®. Teniendo en cuenta que ha quedado demos-
trado que FIXa tiene menor afinidad (mayor constante
de disociacion cinética) por las superficies de PL que
FVllla al formar el complejo tenasa'’, la prueba de acti-
vidad de FIX podria ser mas sensible a la disponibilidad
limitada de PL anionicos en la reaccién en presencia
del AL. Ademas, el FVIII es un reactante de fase aguda,
y sus niveles suelen ser altos en pacientes con
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enfermedad autoinmune y sindrome antifosfolipidico
primario trombdtico, situaciones que podrian disminuir
el efecto del AL en la prueba de FVIII'.

El presente estudio tiene limitaciones, como el hecho
de que los ensayos de factores se estudiaron solo
hasta 1/40 diluciones del PP, un procedimiento habitual
en los laboratorios clinicos. Como fortaleza, este estu-
dio incluyd no solo plasmas CN y AL+, sino también
plasmas de pacientes con deficiencias de factores con-
génitas o adquiridas para evaluar los métodos de fac-
tores SCTC, e incluso se compard FVIIISCTC con
FVIIICHROM.

Conclusiones

Los niveles de FVIII, FIX y FXI pueden medirse con
una prueba de coagulacion en una etapa utilizando
SCTC en pacientes AL+ para superar la interferencia
del AL y evitar la infravaloracion de los niveles de los
factores. Este método podria ser una herramienta fiable
ante la sospecha de deficiencias o inhibidores de fac-
tores especificos en un paciente con AL, sobre todo,
cuando no se dispone de una prueba CHROM.
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