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Importancia de la orientacién
diagnoéstica en hemofilia A adquirida
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Adequate diagnosis of acquired hemophilia A

Acquired hemophilia A (AHA) is a rare and life-threatening autoimmune
hemorrhagic disorder where autoantibodies are developed against factor VIII. An
early diagnosis is challenging and mandatory: an immediate hemostatic control
is required to reduce morbidity and mortality. Laboratory features of AHA
are: presence of autoantibodies against factor VIII, prolonged activated partial
thromboplastin time (with normal prothrombin time and thrombin time) and
decreased factor VIII levels. In some cases, the results of laboratory tests may
be incorrect due to errors in analysis, blood extraction or manipulation of sam-
ples; also worth of consideration are limitations in the measurement range and
low sensitivity of the tests. This review highlights the importance of adequate
screening in patients with suspected AHA to make an adequate diagnosis and
reduce overall fatal outcomes.

(Rev Med Chile 2019; 147: 334-341)
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trastorno hemorrdgico mediado por un

proceso autoinmune, en el que se desa-
rrollan anticuerpos contra el factor VIII de la
coagulacion. Esto altera la funcién hemostatica
y se presenta con manifestaciones hemorrégicas,
las cuales potencialmente pueden amenazar la
vida'. Puede haber aparicién sibita de sangrados
en piel y sangrados subcutdneos diseminados (en
el 80% de los casos), en ausencia de anteceden-
tes personales y familiares de alteraciones en la
coagulacién'.

La HAA es poco frecuente, con una inciden-
cia de 1-1,5 casos por un millén de personas
por ano*”. Su incidencia es similar en diferentes
grupos étnicos®. La incidencia de AHA aumenta
con la edad, con una incidencia anual estimada
en 0,045 casos por millén en menores de 16 afios’.
La edad de aparicién mads frecuente se describe
en adultos jovenes (20 a 40 afnos), especialmen-
te mujeres en periodo postparto (incidencia
1/350.000 partos)® con enfermedades autoinmu-

La hemofilia A adquirida (HAA) es un
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nes® o en personas de ambos sexos en promedio
a los 68-70 afios'®!".

Hay diferentes retos en el diagndstico de esta
patologia. Dada su baja incidencia, la sospecha
clinica y el diagndstico pueden ser dificil de sos-
pechar. A parte de esto la seleccién de pruebas
diagndsticas adecuadas y la técnica de obtenciéon y
procesamiento de las muestras sanguineas pueden
producir errores en la interpretaciéon de los mis-
mos'2. Todos estos errores corresponden a errores
de tipo pre y analiticos. Estos pueden producir los
retrasos en el diagndstico, contribuyen a la tasa de
mortalidad de estos pacientes?.

Esta revisién presenta un resumen sobre la
importancia del diagnéstico en la HAA y las po-
sibles dificultades que se presentan con respecto
a las pruebas diagnésticas, principalmente, el
proceso previo a la aplicacion y andlisis de las
pruebas (pre-analitica). De esta manera, se espera
que médicos y laboratorios de procesamiento de
muestras puedan tener estas consideraciones en
cuenta con el fin de reducir errores diagndsticos'.
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Metodologia

Se realiz6 una revisién panordmica de la litera-
tura acerca de hemofilia A adquirida, priorizando
estudios relacionados con epidemiologia, fisio-
patologia, diagnéstico, limitaciones dificultades
en el diagnoéstico. Se llevo a cabo una busqueda
en las bases de datos Medline, Embase, Lilacs y
Cochrane Database of Systematic Reviews y una
buisqueda en bola de nieve a partir de los estudios
seleccionados. Se incluyé informacién de 32
referencias, teniendo en cuenta gufas de practica
clinica y revisiones de tema, publicadas en inglés
o espaiiol, entre 2012 y 2017.

Fisiopatologia de la hemofilia A adquirida

En la hemostasia normal, los factores VIIla y
IXa forman el complejo tenasa sobre la superficie
plaquetaria. Este activa el factor X, que se une
al factor Va (complejo de protrombinasa) para
transformar protrombina (factor II) en trombi-
na (factor Ila) (Figura 1 izquierda)®. En la HAA
(Figura 1 derecha), la accién inhibitoria contra el
factor VIII (auto anticuerpos tipo inmunoglobu-
linas G inhibitorias, generalmente de los subtipos
IgG1 e IgG4) impide la formacién del complejo
tenasa activado en la superficie plaquetaria, lo que
conduce a un fallo en la generacién de trombina
y, consecuentemente, a la formacién de codgulos
de fibrina inestables"!"*-1,

Como parte de la cinética de los auto anti-
cuerpos contra el factor VIII en HAA, se observa
una reaccién inicial en la que no neutralizan
completamente al factor VIII, por lo que es po-

sible identificar actividad residual de este factor
VIII en presencia del inhibidor. Por lo anterior,
la actividad residual de factor VIII no se corre-
laciona con los titulos de inhibidores ni con la
tendencia al sangrado>'®’. La pérdida de auto
tolerancia al factor VIII subyace en el desarrollo
de los auto-anticuerpos. Se ha sugerido un papel
de factores genéticos (genes de respuesta inmune
y genotipo HLA) ya que se ha observado una aso-
ciacion entre la incidencia de HAA v la presencia
de un polimorfismo del antigeno 4 del linfocito T
citotoxico o expresion de los alelos HLA DRB1*16
y DQB1*0502". Por lo anterior, se considera que
existe una predisposicién genética como factor
asociado a la patogénesis de esta condicién, sin
descartar factores ambientales.

Diagnéstico

La HAA debe sospecharse en pacientes con:

+ Sangrado anormal de inicio reciente, con
prolongacién del tiempo de tromboplastina
parcial activada (TTPa) y con tiempo de pro-
trombina normal®.

+ Pacientes que no presentan manifestaciones de
sangrado con prolongacidn aislada del tiempo
parcial de tromboplastina activada®.

+ Pacientes con una prueba de mezclas consis-
tente con presencia de un inhibidor especifico,
y con anticoagulante lipico negativo, sin evi-
dencia de uso de anticoagulantes y otros fac-
tores que alteren las pruebas de coagulaciéon®.

+ Se debe considerar especialmente la sospecha
en pacientes ancianos y en mujeres periparto
y posparto®’.

Figura 1. Fisiologia de la coagulacién y fisiopatologia de la hemofilia A adquirida. Tomado de Hoffman et al'>.
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La HAA tiene un perfil de laboratorio carac-
teristico:

- presencia de auto anticuerpos contra el factor
VIII;

- tiempo parcial de tromboplastina activada
prolongado (con tiempo de protrombina y
tiempo de trombina normales);

- niveles de factor VIII disminuidos®".

Un algoritmo de orientacién diagndstica se
describe en la Figura 2. El estudio de TTPa prolon-
gado inicia con la confirmacién de dicho resultado
mediante repeticion del TTPa, y la exclusiéon de
tratamiento anticoagulante o administracién de
otros medicamentos o productos que pueden
interferir en la coagulacién.

La prueba de mezclas es el método de labora-
torio de primera linea para investigar la causa de
una prolongacién del TTPa. Esta prueba consiste

en combinar el plasma del paciente con plasma

normal, para luego evaluar si el tiempo de coa-

gulacién se normaliza o permanece prolongado.

La prueba de mezclas tiene dos momentos: la

inmediata y la incubada. En la prueba de mezclas

inmediata el tiempo parcial de tromboplastina
activada se realiza inmediatamente después de
mezclar el plasma del paciente y el plasma normal.

En la prueba de mezclas incubada, el tiempo par-

cial de tromboplastina activada se realiza después

de incubar la mezcla de plasma durante una a dos
horas a 37 °C*.

La interpretacién de la prueba de mezclas se
puede dar en los siguientes escenarios:

+ En una muestra con déficit de factores de
coagulacién, las mediciones inmediata e incu-
bada dardn un TTPa corregido. Por lo que se
procede a cuantificar factores especificos para
identificar el déficit.

Figura 2. Algoritmo diagndstico de laboratorio de hemofilia A adquirida.
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+ Lasmuestras con inhibidores de factor de reac-
cién rapida no corregiran la prueba de mezclas
inmediata, ni en la fase incubada. Se ampliara
el estudio con pruebas de anticoagulante lapi-
C021'22.

+ Las muestras con inhibidores de reaccién lenta
o dependientes del tiempo (la mayoria de los
inhibidores del factor VIIT y 8% de los anticoa-
gulantes ldpicos) no corregiran el TTPa en la
prueba incubada, o pueden corregir la mezcla
inmediata, pero en una medicién posterior
evidenciardn la presencia del inhibidor?%. Se
procederd a medicion de titulo de inhibidores.

+ El inhibidor es cuantificado en Unidades Be-
thesda, por el método Bethesda clasico o por
método Nijmegen Bethesda (recomendada por
laISTH)"®, definiéndose 1 unidad Bethesda por
mL (UB/mL) la que corresponde ala cantidad
de inhibidor capaz de bloquear 50% del factor
VIII circulante'’. Las UB/mL son la conven-
cién internacional establecida para definir la
actividad de un inhibidor y se considera que
tendra relevancia clinica cuando su titulo sea
> 0,6 UB/mL*.

Las dificultades en el correcto diagnéstico o en
la adecuada exclusién de HAA pueden deberse a
aspectos analiticos. Sin embargo, los problemas
pre-analiticos actian como un factor determi-
nante en la precision y calidad de los resultados,
aunque generalmente son poco reconocidos,
dado que involucran pasos previos a la partici-
pacién del laboratorio que realiza las pruebas'.
Desconociendo estas potenciales limitantes, tanto
el laboratorio que entrega el resultado, como el
clinico, podrén incurrir en conductas basadas en
valores imprecisos.

Aspectos pre-analiticos de importancia

En las pruebas de mezclas, asi como en las de
coagulacion se deben evitar errores de la fase pre
analitica (toma y manejo de muestras)*', que pue-
den presentarse y conducir a resultados inexactos y
errores diagnosticos. La realizacion de pruebas de
coagulacion requiere conocimiento y experiencia,
con las consideraciones siguientes:

+ La toma de la muestra sanguinea debe reali-
zarse cerca del laboratorio para asegurar su
rapido traslado. Es importante resaltar que lo
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mads importante es la adecuada manipulacién
y traslado en condiciones que aseguren la
preservaciéon de la muestra.

+ Realizar la venopuncién con la técnica re-
comendada y recolectar la muestra en tubos
citratados.

+ Las muestras deben conservarse a una tem-
peratura entre 20°C y 25°C (temperaturas
diferentes afectan la actividad del factor VIII)
y ser analizadas dentro de las cuatro horas de
realizada la extraccion?'.

+  Seguir siempre los lineamientos de alta calidad
de procesamiento de muestras de coagulacion.

La extraccién de sangre es un problema
pre-analitico que puede conducir a errores en
diagndstico de HAA. Otros elementos a considerar
son las caracteristicas de paciente el procesamiento
de la muestra extraida y los instrumentos de fa-
bricantes con los cuales se evaluardn las muestras.

Muchos errores pre-analiticos se basan en la
extraccion de la muestra de sangre. Desafortuna-
damente, no siempre hay suficiente claridad de
cuando una muestra es pobre o inadecuada para el
analisis®. Aspectos tan sencillos como la identifica-
cién errénea del paciente y error en el etiquetado
de los tubos, resultard en interpretaciones inade-
cuadas de los resultados'?. Para poder identificar
con mayor facilidad las principales situaciones
problematicas pre-analiticas relacionadas con la
extraccion de la muestra de sangre, éstas se sefialan
en la Tabla 1.

Un aspecto pre-analitico que puede afectar el
resultado de las pruebas diagndsticas se configura
en los pacientes bajo terapia de anticoagulacion
con trastornos hemorragicos (Tabla 2)'%. La im-
portancia radica en que, una vez iniciado el tra-
tamiento, probablemente se tendrdn bajos niveles
de factores VIII y IX?7%,

Por dltimo, hay 3 condiciones estindar que
representan los aspectos pre-analiticos mas comu-
nes, los cuales se centran en los instrumentos desa-
rrollados por fabricantes para evaluar las pruebas.
Estos tres eventos (hemolisis/ictericia/lipemia)
generan cambios en la transmision y absorcién
delaluzy, por lo tanto, afectan cualquier prueba
que dependa de la densidad éptica o lecturas de
turbidez (especialmente relevante para los ensayos
de codgulos ejecutados en analizadores épticos).
Esto puede conllevar a un diagnéstico errado de
HAA (Tabla 3).
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Tabla 1. Resumen de los principales errores en el momento de la toma de muestra
que dificultan la correcta identificacion de Hemofilia A adquirida

Evento relacionado Efecto en la muestra Efecto en la prueba Solucion

1. Uso excesivo del * Hemoconcentracion * Alteracién en las pruebas  * Toma de muestras de

torniquete o estasis de TTPa sangre segun guias de
excesiva practica®

2. Aguja demasiado * Hemolisis * Educacion de personal
pequefa encargado de toma de

muestra??®3°

Falsa disminucion de

3. Tubos para pruebas
de coagulacién bajo la
capacidad indicada

4. Tubos para pruebas de
coagulacién sobre la
capacidad indicada

5. Plasma con EDTA o
heparinizado?’

6. Suero

7. Alto hematocrito en
muestras

Dilucién y sobrecitracién:

exceso de anticoagulacién
del plasma
Dificultad en la mezcla

Coagulacioén parcial o
completa de la muestra

EDTAy heparina acttan
como inhibidor de factores
medibles

Elevacién de TTPa

Prueba de mezclas inade-
cuada

Falsa disminuciéon y falsos
inhibidores de factores Vy VIII

TTPa descartable

Falsa disminucion de
factores II, V, VIII, IX, X

Prolongacion de TPy TTP

Reduccién de todos los
factores, incluyendo VIII, IX

factores medibles (VIII,
1X), por lo tanto, falso
diagnostico de AHA

Falsa disminucion de fac-
tores medibles (VIII, 1X),
por lo tanto, se considera
un diagnoéstico falso de
AHA si la muestra se coa-
gula completamente

Falsa elevacion de factor
VIII, si la coagulaciéon par-
cial conduce a activacién
de muestra

Falso diagnéstico de AHA

* Falso diagnostico de AHA

* Falso diagndstico de AHA

Entrenar al personal
encargado de toma de
muestra de la importancia
de que los tubos de
sangre citratados no
sobrepasen la marca?’

Educacién de personal
encargado de toma de
muestra?®3°

No use plasma con EDTA
o heparina para investigar
hemofilia

Se puede identificar
presencia de EDTA por
pruebas bioquimicas

Se puede identificar
heparina por pruebas
anti-Xa

No use suero para
investigar hemofilia

Se puede identificar
suero con pruebas de
fibrindgeno

Realizar ajustes de citrato
si es necesario?’

TTPa: Tiempo de tromboplastina parcial activado. EDTA: Acido etilendiaminotetra-Acético. Elaboracién propia en base
a referencias: Favaloro EJ, Lippi G. Preanalytical issues that may cause misdiagnosis in haemophilia and von Willebrand
disease. Haemophilia 2017; 1-13. Favaloro EJ, Lippi G, Adcock DM. Preanalytical and postanalytical variables: the leading
causes of diagnostic error in hemostasis? Semin Thromb Hemost. 2008; 34 (7): 612-34. Lippi G, Favaloro EJ. Preanalytical
issues in hemostasis and thrombosis testing. Methods Mol Biol 2017; 1646: 29-42. Lippi G, Salvagno GL, Montagnana
M, Lima-Oliveira G, Guidi GC, Favaloro EJ. Quality standards for sample collection in coagulation testing. Semin Thromb
Hemost 2012; 38: 565-75.
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Tabla 2. Resumen de los principales errores que dificultan la correcta identificacion de Hemofilia A
adquirida, relacionados con el tratamiento anticoagulante como aspecto pre-analitico

Evento relacionado Consecuencia Solucion
1. Paciente heparinizado * La heparina actla como un inhibidor de ¢ Como médico tratante, ser cuidadoso al
investigado por evento factores investigar pacientes heparinizados para

de sangrado eventos hemorragicos

* TTPa elevado
* La heparina se puede identificar por

* Prueba de mezclas inadecuada .
pruebas anti-Xa

Falsa disminucion y falsos inhibidores de
factores VIII, IX, XI, XII

2. Paciente con anticoagulantes
orales investigado por evento
de sangrado

Niveles reducidos de la mayoria de los
factores de coagulacion

* Medicion en sangre de anticoagulantes
orales, para evaluar niveles sanguineos

* Patrén de prueba de tipo inhibitorio del farmaco

TTPa: Tiempo de tromboplastina parcial activado. Elaboracion propia en base a referencias: Favaloro EJ, Lippi G. Preanalytical
issues that may cause misdiagnosis in haemophilia and von Willebrand disease. Haemophilia 2017; 1-13. Favaloro EJ, Lippi
G, Adcock DM. Preanalytical and postanalytical variables: the leading causes of diagnostic error in hemostasis? Semin Thromb
Hemost 2008; 34 (7): 612-34. Lippi G, Favaloro EJ. Preanalytical issues in hemostasis and thrombosis testing. Methods Mol
Biol 2017; 1646: 29-42. Lippi G, Salvagno GL, Montagnana M, Lima-Oliveira G, Guidi GC, Favaloro EJ. Quality standards for
sample collection in coagulation testing. Semin Thromb Hemost 2012; 38: 565-75.

Tabla 3. Resumen de instrumentos de fabricantes, relacionados con aspectos pre-analiticos que dificul-
tan el diagnodstico de AHA. Efecto de caracteristicas de las muestras sobre las pruebas de coagulaciéon

Instrumentos de fabricantes

Evento Consecuencia Significado Frecuencia Solucion

relacionado del evento

1. Hemolisis * Efectos espectrales * Los resultados de Frecuente Revisar sisteméaticamente
en los ensayos sobre las pruebas estaran la calidad de la muestra

Z | f r/ I . PIT]
coagulos (se a ectara sesgados, de tlpo No realizar anélisis
la lectura de densidad ensayo- especifico B ’
ptica) cuando la interferencia es
optica clinicamente significativa
* Efectos biol6gicos d
ectos biologicos de Tomar otra muestra

relastasas de células;
efectos de posible
activacion

2. Ictericia * Efectos espectrales * Los resultados de No comin Revise sistematicamente
en los ensayos sobre las pruebas estaran la calidad de muestra
coagulos (se afectara sesgados, de ti q
IOI gt 0 (ded e idad €59ados, oe lfpo No realizar analisis
a lectura de densida ensayo- especifico ' g
Sotica) v P cuando la interferencia es
optica clinicamente significativa

3. Lipemia * Efectos espectrales * Los resultados de No comin Revise sistematicamente

en los ensayos sobre
coagulos (afectaran las
lecturas de densidad
oOptica). Desplazamiento
de elementos del plasma

las pruebas estaran
sesgados, de tipo
ensayo- especifico

la calidad de muestra

No realizar analisis
cuando la interferencia es
clinicamente significativa

Elaboracion propia en base a referencias: Favaloro EJ, Lippi G. Preanalytical issues that may cause misdiagnosis in haemophilia
and von Willebrand disease. Haemophilia 2017; 1-13. Favaloro EJ, Lippi G, Adcock DM. Preanalytical and postanalytical vari-
ables: the leading causes of diagnostic error in hemostasis? Semin Thromb Hemost. 2008; 34 (7): 612-34. Lippi G, Favaloro
EJ. Preanalytical issues in hemostasis and thrombosis testing. Methods Mol Biol 2017; 1646: 29-42. Lippi G, Salvagno GL,
Montagnana M, Lima-Oliveira G, Guidi GC, Favaloro EJ. Quality standards for sample collection in coagulation testing. Semin
Thromb Hemost 2012; 38: 565-75.
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Discusién

Referencias

La HAA es una patologia infrecuente, con
un cuadro clinico configurado por equimosis,
hematomas extensos, anemia y sangrados graves
pueden configurar un espectro de gravedad de
presentacion clinica, que si no se controla puede
tener desenlaces fatales.

Su diagnéstico puede tener dificultades, aun-
que puede ser facilitado al tener en cuenta los
grupos etdreos de mayor incidencia, la disponibi-
lidad de las pruebas para realizar un diagndstico
acertado, el adecuado manejo de muestras de
sangre y el andlisis e interpretaciéon adecuados de
las pruebas de laboratorio.

Los diferentes trastornos de la coagulacion
pueden presentar sintomas similares y, por esta
razén, deberdn evaluarse de manera integral los
posibles diagnosticos diferenciales. Los pacientes
con sintomas de sangrado reciente deben ser
evaluados considerando la posibilidad de autoin-
munidad de otro tipo, trastornos de sangrado
congénito, trastornos de sangrado adquirido y
efectos de medicamentos como heparinas, hepa-
rinoides y anticoagulantes directos. Las pruebas
de laboratorio deben realizarse en medio de las
condiciones técnicas de mayor calidad que ase-
guren un diagndstico preciso®.

Los problemas preanaliticos y analiticos en las
pruebas de hemostasia son una causa importante
de error de diagnéstico y pueden conducir a even-
tos clinicos adversos significativos®. La robustez de
los instrumentos modernos ha disminuido sustan-
cialmente el riesgo de errores analiticos y, por lo
tanto, los resultados de las pruebas se han hecho
mads precisos. Sin embargo, la fase preanalitica
puede conllevar a situaciones donde las pruebas
pierden validez y eso puede tener un impacto en
el diagnéstico de estos pacientes.

Aun las pruebas de coagulacién mds rutinarias
son complejas por naturaleza??. Por esta razén
deben idealmente realizarse en laboratorios de
referencia, con personal capacitado adecuada-
mente, con equipos y reactivos verificados, y
métodos comparables y confiables. Esta revision
resalta la importancia de estandarizar protocolos
de recoleccién, tratamiento y manejo de mues-
tras a nivel nacional e internacional, con el fin de
reducir la variabilidad que aporta al estudio de
un paciente con HAA la fase pre-analitica de las
pruebas diagndsticas.
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