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Ninguno para esta conferencia

“La informacidn y las opiniones expresadas en la
presentacion, son propiedad y responsabilidad del
conferencista”.

No he empleado sistemas de inteligencia artificial
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Temas a tratar
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* Importancia del laboratorio en el diagndstico de la Hemofilia
* Pruebas del Laboratorio basicas
e Factor VIIl coagulométrico
e Factor VIIl Cromogeénico
* Importancia del paralelismo

* Papel del Laboratorio en el seguimiento y monitorizacion del
tratamiento

* Mensajes para llevarnos a casa
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Evidence of benefits of

En que momento de la
hemofilia estamos

3" gen
rFVila rEVII HA GT
1996 2003 2017 Rebalancing therapies
2" gen, EHL AT siRNA
(FVIN rFVIl Emi Anti-TFPI
2000 2014 2018 Anti-APC
® 2000s ® 2010s ® 2020s
1998 2011 Rebalancing therapies
17 rFIX HB GT AT siRNA
Anti-TFPI
1996 2014 Anti-APC
rFVila EHL rFiIX

Prophylaxis is

prophylaxis RCT? standard of care*”
® 2007 ® 2020
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vida de la terapia, una proteccion subdptima contra
el sangrado, dafo articular y el desarrollo de Ac.
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inherited Bleeding Disorders of Secondary Hemostasis Lippi et al.

i Profound™

i Positive j

Iinherited . Acquired
disorder Disorder?

PT APTT Fbg Deficiency

N N N FVil

N e N FVII; FIX; FXI, FXI1; Prekallikrein

- 5 N Fll: FX: FV: combined deficiences
~/N ~/N < Fbg

N N N FXIll; Other?

Fig. 3 Pragmatic approach for the screening of patients with inherited disorders of secondary hemostasis. where family history does not already
identify a specific defect. "More frequent in, but not exclusive of, disorders of secondary hemostasis. APTT, activated partial thromboplastin time:
( OLABIO( ] Fbg. fibrinogen: PT, prothrombin time.
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Las coagulopatias tienen
caracteristicas clinicas
similares. El laboratorio es util
para realizar la orientacion
diagndstica

Variables preanaliticas
(cumplimiento de condiciones
y calidad de la toma de
muestra y preparacion de la
misma)

Diagndstico y monitorizacion por
el laboratorio

La confirmacion del
diagnostico se realiza
dosificando los factores de la
coagulacion y pruebas mas
especializadas cuando se
consideren necesarias

Identificar el tipo de sangrado
para orientar el tipo de
pruebas a realizar iniciando
por las de deteccidn

Medicamentos que este
recibiendo: Terapias de
reemplazo de factor, terapias
no sustitutivas,
antifibrinoliticas

Comorbilidades propias

del paciente que puedan

causar interferencias con
los resultados ej. AL

Recomendacioén 3.1.1 las pruebas de diagndstico y la monitorizacion deben ser realizadas por
Personal con conocimiento y experiencia, utilizando metodologias y tecnologias validadas para éste propdsito
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WFH Guidelines for the Management of Hemophilia,
3rd edition
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Comunicacion con

Adherencia en
procesos preanaliticos

(minimizar hasta 70%)

Lo que debe

médico tratante y
lider del programa
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tener un

Implementacion de

laboratorio

Establecer protocolos
y procedimientos
estandarizados

nuevas tecnologias
y metodologias
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Factor Vlilla

Cadena liviana

(lla) (lla)  (l1a)
R1649 R‘I689

1 2332
NH, : e " 5-5 COOH
153 179 248 T351 528 630 SH SH SH SH 1832 1858
T T 1293 1373 1604 1636
R336 R562 R?L‘IO
[APC) (APC) (APC)
A1l A2 B A3
< S & »> I >
1 329 380 711 1689 2019 (1
ey
2018 2172 C2
Cadena pesada e

2173 2329
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D éfi Cit d e l'l n ico fa Cto r Specificity of the assay increases with

declining fraction of patient plasma

Whole blood: Global assay: Single factor: Single factor:
aCT aPTT clotting chromogenic

Deficiencia combinada
de factores

Déficit de Factor mas
inhibidor especifico

Reagent Reagent Reagent

AL mas déficit de un factor

Plasma

e

Dosificacion de Factores

AL mas inhibidor
especifico
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* Deficiencias combinadas de factores
v FVyFViI
v/ FVII con FIX
¢/ Vitamino K dependientes

* Von Willebrand
v/ EvW tipo 1 severo, 2N y tipo 3

* Deficiencias adquiridas
* Hepatopatias
* Inhibidores de interferencia
* Enfermedad de von Willebrand adquirida
 DOACS
* Inhibidores especificos
* Hemofilia adquirida

.COLABIOCLI chB www.congresocolabiocli.com
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Método coagulométrico
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Phospholipids o 3 lOl '
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Citrated plasma

(diluted test plasma sample\ 5 Surface activator s B

mixed with equal volume FXla (micronized silia, ellagic acid, or kaolin) e

of FVIl-deficient plasma) l,_ FIX ca 1.3 .3
FiXa + FVila we - — —

37%

2.9 .5
rothrombin ‘ l0.0 W.?
4.0 64.2
1 ’
" | 8.0 5.0
source 4 Dtector 5.8 e ———————
YIll FSL ™Y I 8 - ‘m.n ‘0./
Calcium
chloride 5
a7 =11 - FXlla
| .
P FX1 o FXia
= v
Fix = FiXa
Incubation vl "J'
at 37°C for
3-5 min X - FXa
> Fva ->l
Prothrombin (FII) = Thrombin (Fiia)
Test plasma = ~
purified phospr}olipids > ~
+ contact activator R . Fibrinogen (F1) lf:(;?;;r;'cs.oc:
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e 20% de los pacientes Hemofilicos leves NO son * Toma de muestra incorrecta puede activar
detectados. Los resultados obtenidos pueden ser de el FVIII
dos a cinco veces superior al resultado del ensayo de e Marcada variabilidad entre laboratorios
coagulacion de dos etapas o por método cromogénico. numerosas combinaciones de reactivos

* Frente a la dificultad diagndstica se recurre a pruebas APTT, instrumentos, patrones de
genéticas. calibracidon y plasmas deficientes en

« El TTPa normal: No descarta la presencia de una factores disponibles.
hemofilia leve y NO descarta una portadora * Interferencia por anticoagulantes,

especificamente heparina ( niveles >0.7
Ul/mL disminucidn de factores),
Segun las guias internacionales, todos los laboratorios de

> . come inhibidores directos de trombina,
coagulacion de centros de hemofilia deberian utilizar ambos inhibid di tos de X
métodos para la determinacidon de la actividad del FVIII. Inhibidores directos de Aa.

coasioctt (B pieaemmon www.congresocolabiocli.corm

Confederacién Latinoamericana o
de Bioquimica Clinica Colegio Nacional de Bacteriologia Mazurier et al. 1997 Keeling et al. 1999

Mumford et al. 2002, Lyall H et al. 2008
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Factor IXa
Factor VIlla
Anionic Membrane

Factor VIla
Tissue Factor
Anionic Membrane

Ca®

Factor Xa

Factor Va

Anionic Membrane
Ca
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37%
Citrated plasma & FX (excess), FIXa,
(diluted test sample thrombin (optional),
based on calibration FiXa + FVilla phospholipids, Ca®*
range)
l‘-— Fx

Curva baja

Métodos para medicion de factores

Método cromogénico

Chromogenic substrate,
thrombin inhibitor

—~~=  Absorbance

Curva media

Utiliza componentes purificados de la via de
coagulacidon y elimina la necesidad de plasma
deficiente de factor y formacién de coagulos

Lundblad et al. 2000
J Thromb Haemost 2016; 14: 248-61.

Vil chz diD VILI ch X Low an
1.3 0.00/4 0.1 0.0084
5.0 0.0116 0.5 0.0098
20.3 0.0334 2.4 0.0141
81.0 0.1089 9.5 0.0347
121.5 0.1555 |4..3 0.0460

Cortesisa H&H Lab.

www.congresocolabiocli.com
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Ventajas
* No se ve afectado por la presencia de FVllla

e No muestra interferencia con heparinas
estandar

o inhibidores directos de la trombina
* No depende de un plasma deficitario en F. VIII
Desventajas

* Interferencia con inhibidores directos de Xa
(falsa disminucion de FVIII)

 El limitado numero de kits de ensayo
comercialmente disponibles.

* Tienden a ser mas costosos que las de un solo
paso.

3rd edition

COLABIOCLI CBB
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de Bioquimica Clinica

@®
Colegio Nacional de Bacteriologia

enicos

J 4

oTo)
o
£
o
b =
S
%]
o
>
©
n
o=
L

doi/full/10.1111/bjh.14796

Am. J. Hematol. 89:781-784, 2014

Diagnodsticos discrepantes

Monitorizar Tratamientos de productos de
VME

Seguimiento pacientes con Ac monoclonales

Titulacion de inhibidores Metodologia NB
Para terapias sustitutivas

Interferencias por AL

Titulos bajos de inhibidor (0.6 a 2.0UB/mL)

WFH Guidelines for the Management of Hemophilia,

www.congresocolabiocli.com
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Cuando usar ensayos
cromogeénicos
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* Cuando los ptes tienen clinica de sangrado y los resultados con las
pruebas coagulométricas dan normales. Generalmente en HA leve.

* Monitorizar productos de vida media extendida
* Interferencias por AL
* Titulos bajos de inhibidor (0.6 a 2.0UB/mL)

* Cuando no existe una recuperacion esperada después de 30 minutos
de haberse realizado la infusion del producto.

‘COLABI_OCLI CI\B www.congresocolabiocli.com
Confederacién Latinoamericana

de Bioquimica Clinica Colegio Nacional de Bacteriologz doi / full / 10.1111 / bj h.14796
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Table 2 Factors resulume i dncrepancies between the oOme-Sis g
clotizn e assay (OSA) and chrommogense substirmie assasy (CSA) for
determmation of FVIII activity

Factior CSAJOSA muno Causes of dscrepancy

M issense rmupisisons i SN
Localined 3 = 0.5
the A1 -AZ2-AS
doamain interfaces

These molalions are
Aassociated with redoced
stabality of the FVIII
heterodisrser Sl
FVIIa heterolrmmer

The effect 3 rrmnammaened
inn the OSA  wheress
thee Irncsbaa t3oa
performed doringe the
first step of the CSA
favors & hgher rate of
A2 i SSoCES 130T,
leaxiinge Lo a reducison
in observex FVIIL
Saclavaly

These muolations affect
throomban acUIvalion Oor
FVII bandinge 1o FIXa
or VWE

The OSA = sensilive Lo
alleratons in thrommbdn
banclin & or Cleava g of
FVII, whereas the
CSA 15 ot

T o be determmituvedd

Locatet close 1O Or
wia tharn thoroan ban
cCleavage, FIX -bancling
or VIWEF-bandange =sates

IV
N
~
®

rEVIIEI prodoncts Approxomnatedy
1.1—1_3¢

M odificatbons Lo rFVIIE
BDD /B-<dosm=an > 1%

Lroerncs {3 oa

For ReFacto, the
Efference can be
correctex] by the Ly
And concentratiosn: of
the phospholipad wsed
inn the OSA

Soame other B-<dosnann-
moxihifiexi r=VIIE
prodacts o ol show
sigmificant discrepancies

Interaction of the PEG
moesly with silics -based
resgents mn the OSA
resaalis an prolonged
APTYT and
el eres Srrss tiors of
FVIII aactivaly

PEG yiation — o= &

APTT, acuvated partisl thrommboplastin Grrme; BDID, B -dosrsman dele-
Ron, FIXa activated FIX; FVI ’ FILE PEG, poly{ethxy-
lene smlycol);, rFVIIL, recommbxdr DOL 10T /jth 13215 ¢, veor Willelrard
factor. tValues of the CSAJOS [, of Thrombaosis and Haemaostasis, 14: 248-261 L EVILE
Aacltivibes oblsminet with the GS4 — sl with
the OSA

Discrepancias en la dosificacion del FVIli

Arg1749SHis
Ser1791Pro
Arg527Trp Leu1932Phe
A Arg531His/Cys Met1947Val
Asn694lle His1954Leu
Ser289Pro Arg698Trp/Leu Leu1978Phe Asn2228Lys
Al H A2 - B ] A3 B c1n1 cz2
factor Vil protein 5“11;!‘“”"];!“1 ‘”"H“"'“
3727Cs 740 TCS 1689 TCS

Los defectos genéticos se agrupan en las interfaces de dominio A1-A2-A3. Estas
mutaciones disminuyen la estabilidad del heterotrimero FVlllay aumento de la
disociacion A2.

(OSA> CSA)

B e369Thr Arg1689His
Glu321Lys Tyr346Cys Glu720Lys Arg1639His Phe2127Ser
A1 B A2 - I ] A3 2 c cz m
factor VIl protein esiu-‘]ws:.gJ u;”? 1H'|H'r|p\
3727Cs 740 TCS 1689 TCS

Siete defectos genéticos se han descrito que se agrupan alrededor sitios de
escision de trombina (TCS) y sitios de unién al factor IX, causando una alteracion
en la activaciéon de FVIII por trombina o una unién alterada de FVIII a FIXa.
Mutaciones del FVIIl en los sitios de unién del vWF. (CSA>OSA)

Del 20 a 30% de pacientes con hemofilia A leve, muestran discrepancias.
Resultados 1.5 a 2 veces mas bajo en los ensayos cromogénicos .

Mas de 20 mutaciones de F. VIl hasta la fecha se han descrito con resultados
discretamente menores de la actividad del F.VIII cromogénico.

www.congresocolabiocli.com
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Utilidad del paralelismo
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¢ Aumentar la calidad de los resultados

¢/ Diferenciar déficit de factor o inhibidor especifico de un inhibidor de
interferencia.

v/ Los inhibidores especificos presentan una union de alta afinidad por
el factor y este efecto NO se modifica por la dilucidn, se observa
paralelismo en las curvas

‘COLABI_OCLI CI\B www.congresocolabiocli.com
Confederacién Latinoamericana o

de Bioquimica Clinica Colegio Nacional de Bacteriologia
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Paralelismo en la dosificacion de factores
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Advantages, disadvantages and optimization of one-stage and
chromogenic factor activity assays in haemophilia A and B

D. M. Adcock™ | K.Strandberg® | M. Shima® | R. A. Mariar®
(A) e Calibration points A Parallelism points (B) e Calibration points A Parallelism points
Las pFUEbaS de rutina son las de un solo paso — Calibration curve — = Parallelism curve — Calibration curve — = Parallelism curve
Si el factor de medicion es menor de 40% realizar dos o = g U A A e St 4
tres diluciones para evidenciar paralelismo 6 no _ ; _
. s o : b=
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.. . =] i =]
deficiencia de un factor. O SRS, RS SSVSIO. T SO, - S SN W NS SN U, S
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Paralelismo Recomendacion 3.2.13:
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* Para la investigacion de laboratorio debida a una sospecha clinica de hemofilia usando ensayos de
una etapa de FVIII/FIX, la FMH recomienda el andlisis utilizando 3 diluciones diferentes de muestras
de plasma de prueba.

* Los resultados de las diluciones de plasma de prueba y estandar deberian compararse mediante
analisis de lineas paralelas.

* Una manera de valorar esto es calcular el coeficiente de variacion (CV) de los 3 resultados usando la
ecuacion CV = ([desviacion estandar/media] x 100).

e Siel ICVdde los 3 resultados fuera menor a 15%, entonces deberia reportarse el promedio de los 3
resultados.

 Si el CV fuera mayor a 15%, deberian examinarse los resultados.
* La presencia de inhibidores inespecificos tipo Lupico interfieren con algunos ensayos.
* Algunos anticoagulantes terapéuticos también pueden mostrar este efecto de interferencia.

* Laactividad del factor se incrementa en el ensayo conforme aumenta la dilucion del plasma. La actividad del
factor se subestima cuando el plasma se diluye menos, y se obtiene un resultado mas preciso de la actividad
cuando el plasma de prueba se diluye mas.

Confederaci6n Latinoam WFH Guidelines for the Management of Hemophilia,

de Bioquimica Clini 5,4 edition
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Actividad del factor IX Factor de dilucion Resultado final

10,0 Ul/dL directa 10,0 Ul/dL
2,2 Ul/dL 1:5 11,0 Ul/dL
0,9Ul/dL 1:10 9,0 Ul/dL

Interpretacion: Deficiencia de factor, no se presento recuperacion de los niveles con las diluciones

Actividad del factor Xl Factor de dilucion Resultado final

25,0 Ul/dL directa 25,0 Ul/dL
4,7 Ul/dL 1:10 47,0 Ul/dL
4,6 Ul/dL 1:20 92,0 Ul/dL

Interpretacion: se observa recuperacion del factor con las diluciones realizadas, se recomienda
descartar un inhibidor de interferencia
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P 11ies 1a 65 que +e quiel ma n del PEG
Adynovate 20 kba
40 kDa
Turoctocog alfa pegol
60 kDa

Damoctocog alfa pegol

Recomendaciones del Laboratorio

Monitorizacion

Cromogeénicos o
coagulométricos

Cromogeénicos

Coagulometricos: activador A. Elagico (actin FSL) y
algin Silica como SynthaSIL.

Subestiman: APTT-SP, STA-PTT automate 6 Triniclot
HS.

Cromogeénico bovino Siemens?7??
Coagulomeétricas: Actin FSL, algin Silicacomo
SynthaSIL. Y pathromtin SL

Sobrestiman: Actin FS, CK Prest (Kaolin)
Subestiman: APTT-SP, STA-PTT automate.

Los ensayos cromogeénicos y coagulométricos son robustos y se han utilizado durante todo el
proceso y desarrollo de los productos unos con mejor desempeno que otros

COLABIOCLI CI\B
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laemophilia.qZOZO Aug:26 Stppl 6:1-158. doi: 10.1111/hae.14046.
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Objetivo de PK
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. . * Direccionamiento
* Lograr los niveles de factor plasmatico

apropiados e Exactitud
* Tener en cuenta variabilidad en las * Control de sangrado
caracteristicas clinicas propias del , : :
. * Numero de infusiones
paciente.
e Estilos de vida del paciente * Costos
* La PK disminuye la probabilidad * Aplicabilidad

ensayo error para definir el régimen - Compromiso
apropiado para cada paciente.

e Carga de la enfermedad

Confederacién Latinoamericana o
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Journal of Thrombosis and Haemostasis, 15: 2461-2465
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F. VIII
Protocolo de tres muestras
Separadas de 12 horas.
4-8 h
16-28 h
40-60 h

F. IX
Protocolo de dos muestras
Separadas de 24 horas.

24-36 h
48 -60 h
FIX EHL
Adicionar muestra 5 — 14 dias

La muestra 24 horas es la mas
importante

FVIII EHL
Adicionar 60 - 84 h

Journal of Thrombosis and Haemostasis, 15: 2461 2465
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Tiempos de muestreo

3 -4 horas

(+ 30 minutos)
post-infusion

a Y a
Recombinante -
SHL
L J L
Y a
EHL
Y \_

3 horas

(£ 30 minutos)
post-infusion

~

.

24 — 32 horas

(+ 1 hora)
post-infusion

~

S

~
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48 y/o 72 horas

(+ 2 horas)
post-infusion

~

S

~
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Diagnostico y seguimiento
Hemofilia
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Ensayos de un paso

Dosificacion del

Factor
Ensayos de dos

pasos

Cromogénicos

Hemofilia A

Bethesda

Titulacion de
inhibidores

Bethesda-Nijmegen
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Gloria Ramos Ramos
Celular +573002530421
direccioncientificahyh@gmail.com
gloriaramoshmc@gmail.com
www.hyhlab.com
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