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INTERACCION SISTEMA COAGULACION — AUTOINMUNIDAD

Purpura Trombocitopenia idiopatica PTI — Ac anti GPIIb/llla plaguetario .
Trombocitopenia inducida por Heparina — Ac anti factor 4 plaquetario (FP4)
Purpura trombotica trombocitopénica PTT/SHU — Ac anti proteina ADAMS 13

Sd. Anti fosfolipido — Ac anti B2GPI.

Coagulopatias adquiridas autoinmunes — Ac contra factores coagulacion
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COAGULOPATIAS ADQUIRIDAS AUTOINMUNES.

Enfermedades raras con baja incidencia 1-3 casos millon hab/afio.

Se han descrito anticuerpos contra todos los factores de la coagulacion. Los mas
prevalentes anti-factor VIII (Hemofilia adquirida A), anti-factor IX (Hemofilia adquirida
B), factor von Willebrand (Enf. Von Willebrand adquirida)

Anticuerpos generalmente IgG (IgG4).

Normalmente su accidn se basa en la neutralizacion de la actividad pro coagulante, el

incremento del aclaramiento del factor o induccién de su proteolisis.



SOSPECHA DIAGNOSTICA
COAGULOPATIA ADQUIRIDA AUTOINMUNE.

Hemorragia aguda , espontanea 0 en procedimientos poco

invasivos, sin diatesis hemorragica previa personal ni familiar.

Pseudotrombosis — sd
compartimental

H. Muscular psoas

—
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Tiempo coagulacion
prolongado (TTPA, TP,
1T, TR).
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Land Dwelling Vertcbrates

Via
Extrinseca
Alargamiento
TP o TQuick

Via Intrinseca
Alargamiento
TTPA

Via comun
Alargamiento
TP + TTPA

TT (Tiempo
trombina)

!

TR (Tiempo
reptilase)



Tiempo coagulacion prolongado {m-uew

(TTPA) g
(mas de 3-4 segundos, ratio TTPA >1,25) =

1° De§cartar uso/contaminacion con s Historia clinica
heparina TTPA + TT alargados con TR normal

2° Descartar déficit factor — 5 Testde Mezclas
coagulacion.

Clotting times
remain
prolonged =
Inhibitor

No correccion TTPA con
plasma normal.

Fatierk
v

Clotting times
normalize or
decrease to
near-normal =
Factor deficiency

Patierk Morrnal

Sospecha Inhibidor factor coagulacion vs Anticoagulante Lupico




Inhibidor factor coagulacion
vs  Anticoagulante Lupico

-Inhibidor : TTPA A >>TTPA Do
ratio TTPA D/TTPA A <0,85.
(temperatura y tiempo dependiente)

-AL: TTPA A = TTPA D
(temperatura y tiempo independiente)

——> Test de Kasper
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Incubar 2 horas a 37°C para deteccion de
inhibidores titulo bajo.

Incubated mixing study—1:1 mixture of
patient plasma and pooled normal plasma

Test speci- Control
men: sSpecimen:

Miix, Incubate,

then incubate Poolod then mix,

|
then test ~ /20eM| normal then test
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Perform aPTT and _
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Inhibidor factor
coagulacion

4

1° Dosificacion Factor coagulacion (%)

Via intrinseca VIII , IX, XI, XII
(normalidad 60-100%)

* En ambos métodos mediremos la actividad

procoagulante de los factores
FVIII:C.
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METODO COAGULATIVO
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COAGULOMETRO ESPECTROFOTOMETRO




Inhibidor factor
coagulacion

2° Cuantificacion del Inhibidor

BETHESDA CLASICO
Paciente Control
Plasma Plasma Buffer
Paciente Normal Imidazol
Dilucién
50:50
Incubacion
2h
ﬁ 3arc .
Determinacion FVIII:C

FVIII residual : EVII:C muestra paciente x 100
FVIII:C muestra control

para diferentes diluciones muestras.
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- Método coagulomeétrico:
- TEST BETHESDA
- Maodificacion de Nijmegen

Dilucion | FYIIl Residual | UB x Dilucidn | UB finales
: 1:16 45% 1.2x16 18.2
FVIII Residual
1:32 50% 1x32 32
100 £ < >
- 1:64 47% 1 154 704
75— G
e
........... 507 —
4 :
e 3
"\‘ :
O N FE— e
4 e, N
10 4 - S
1.0 : 20

Unidades Bethesda por ml

1 Unidad Bethesda UB: Cantidad de inhibidor
necesaria para destruir el 50% de actividad del F VI

en la mezcla.

Se consideran positivos titulo de inhibidor por
encima de 0,6 UB .
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coagulacion
_ Métodos coagulomeétricos: el

- TEST BETHESDA
- Modificacion de Nijmegen

2° Cuantificacion del Inhibidor

L INMUNOANALISIS / ELISA

-No se han usado en la practica diaria , debido a que clasicamente se han adquirido los
métodos de cuantificacion coagulométricos de los inhibidores FVIII en hemofilia congénita, que
tienen como ventaja cuantificar el titulo y la actividad de los autoanticuerpos inhibidores
coagulacion.

- Se han usado a nivel investigacion béasica y detectan anticuerpos no inhibidores y pueden
identificar caracteristicas del inhibidor (subtipos de lg, especificidad epitopes FVIII mediante
immunoblot).

- Los test de ELISA para deteccion FVIII evaluados tienen:

» Sensibilidad/especificidad 100%/ 98% para deteccién de inhibidores antiFVIII en hemofilia
congénita.

* Coeficiente de correlacion con test Bethesda de 0,82. No falso positivo con AL.

- Probablemente su uso futuro se incrementar4d en el diagnostico de inhibidores de la
coagulacion.
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Land Dwelling Vertebrates

[ Tisuofactor ) (Sitfaces (eg collagen)

\ » Anticuerpos anti Factor Xll (otros factores
‘XIIa<_ m contacto prekalikreina-kininogeno).
AN -Alargamiento TTPA aislado,

-Se ha descrito como cofactor en SAF.
-Patologia  gestacional  (abortos, perdidas
fetales..etc...)

Xla —— XI

» Anticuerpos anti Protrombina  no neutralizantes (no
hipoprotrombinemia).

-Alargamiento TTPA/TP/TT.

- Resistencia adquirida sistema proteina C.

-Anticofactor SAF  fenomeno AL, asociados
fosfatidilserina mas correlacion con trombosis.



COAGULOPATIAS ADQUIRIDAS AUTOINMUNES.

Hem. adquirida A Hem. adquirida B

Inh factor VIl Inh factor I1X Inh factor XI
Mas frecuente Infrecuente Infrecuente
1-14 casos/millén/afio
Edad >60 afos, puerperio Cualquier
Etiologia 50% idiopatico, puerperio,
E. Autoinmune (AR, LES, Sjogren), neoplasia, dermatosis
(pénfigo, psoriasis), farmacos, asma, MGUS, ElII,CID.
Inhibidor IgG/IgM/IgA IgG IgG, IgM
Hemorragia Grave 60% Moderada Leve-mod
TTPA Alargado >50 seg. Alargado Alargado
TP N N N
TT N N N
TR N N N
Bethesda Si Si Si
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VIA
INTRINSECA

Land Dwelling Vertebrates

l. Tissue factor l

(Surfaces (¢g collagen))
l

Xlla —— XII




HEMOFILIA ADQUIRIDA A. INHIBIDOR anti FVIII.

Table 2 Comparison of large collections of patiens with AHA

all d'Hebron .
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(ireen and Delgado Collins
Publication/authoxs) Lechner [4] eral, 3] et af., |10] EACH2, 2011
Patients (n) 215 it In 301
Collection period Before 1981 |985-2002 20012003 20032009
Median age [vears (IQR)] ND 64 (8-93) T8 (2-98) 14 (62-80)
Male sex (%) 3 45 43 33
Median FVITI activity [U dL™ (IQR)] ND 2 (00-30) 31T 1(1-5)
Median inhibitor titer [BU mL™ (IQR]] ND 10 {0:9--32,000)) 13 (4-38) 12.8 (4.3-42.5)



Table 6 Bleeding episodes

All Severe MNom-severe P
Total no. of bleeding episodes [n (%)] 474 333 (T0.3) 137 (28.9) NA
Cause |1 (%))
Spontaneous 367 (77.4) 250 {T6.0) 113 (83.7) NS
Trauma a0 (84) 33 (10.0) 7(5.2) NS
Surgery 39(8.2) 30 (9.1) 9 (6.7) NS
Peripartum 17 (3.6) 14 (4.3) 2(1.5) NS
Other 13(2.7 8 (24) 4 (3.0) NS
Site/type [# (%)
Skpg 252 (53.2) 152 (46.2) D7 (7T19y < (.0001
Deep (musculoskeletal. retroperitoneg)) 238 (502) _214(630) 21 (15.6) < 00001
Mucosa 150 (31.6) 113 (34.4) 35 (25.9) NS
Hemarthrosis 23 (4.9) 17 (5.2) 6(44) NS
Central nervous system 5(L1) 5{1.5) 0 (0 NS
Bleeding episodes by clinical and laboratory assessments [median ( IQR)]
Median age [vears) T4.0 {61.1-80.3) 74.4 (64.1-80) T1.7 (51.8-80 9) NS
Gender male: female [n (ratio)] 242372 (1.1) 175:154 (1.14) 67:68 (1.0) NS
Median FVII activity [U dL™'] 2 (1=5) 2 (1-5) 2 (0-3) NS
Median inhibitor titer [BU mL™) 19 (3.5-64.0) 13 (4.9-40.8) 10 {19-32.5) 0.02
Hb [z dL ] 8.9 (7.3-11.1) 8.5 (7.0-10.0) 111 9.2 12.8) < 0.0001
Body weight [kg] 64 (60-Ts) T0 (60-T8) 67.5 (60-TT) NS
Time to diagnosis [days] 3(0-12) J(0-11) 2 (0-25) NS
Bleeding episodes by underlying condition [n (% )]
None identified 238 (51.3) 170 (31.7) b8 (50.4) NS
Autoimmune 61 (13.1) 40 (122) 21 (15.6) NS
Malignancy 57T(12.3) 44 {13.4) 13 {%.6) NS
Postpartum 41 (8.8) 15 (7.6) 16 (11.9) NS
Drug exposure 17{3.D 11 (3.3 6 (4.4) NS
Infections 19 (4.1} 11 {3.3) 8 (3.9) NS




Table 5§ Uinderlving disorders

isorder

Moo of patients
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O tocal

OF subgrouap
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M bk prewm ey
Sobdd tumors
Hemaologic neoplasia
Treatment of malignancy
Mot reated
Treated
Chemotherapy
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Surgery
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Remission
Parial remission
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: i
Rheumartoid arthntis
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COAGULOPATIAS ADQUIRIDAS AUTOINMUNES.

Inhibidor factor VII

Edad

Etiologia

Inhibidor
Hemorragia
TTPA

TP

TT

TR

Bethesda

Infrecuente

No relacion.

Linfoma folicular CD10+,
Uso de timoglobulina (aplasia medular)
Sepsis, HIV, pancreatitis, farmacos (betalactamicos)

fe[€]
Grave.

N
Alargado

N
N

Si
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t Tissue factor ! urfaces (eg collagen
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COAGULOPATIAS ADQUIRIDAS AUTOINMUNES.

Inh factor II-lla Inh factor V Inh factor X
(protr/trombina)
Infrecuentes. Infrecuente Excepcional
Edad >60 afos Cualquier
Etiologia Exposicion trombina bovina (fibrin blue) Idiopético
durante cirugia. Amiloidosis
(El 30% pacientes desarrollan (no inhibidor)
anti factor lla + anti factor V)
EA (CBP, tiroiditis), MGUS , neoplasia
Inhibidor 19G IgG/IgM/IgA IgG, IgM
Hemorragia Grave Leve Leve-mod
TTPA Alargado Alargado Alargado
TP Alargado Alargado Alargado
TT Alargado N Alargado
TR N N N
Bethesda No Si Si
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VIA COMUN

Land Dwelling Vertebrates

| Tissue factor |

(Surfaces (cg collagen))
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COAGULOPATIAS ADQUIRIDAS AUTOINMUNES.

Inhibidor Fibrindgeno

Inhibidor factor XIlI
(estabilizador fibrina)

Edad

Etiologia

Inhibidor

Hemorragia

TTPA
TP
TT
TR

Bethesda

Excepcional

No relacion.

LES, hepatitis autoinmune,
colitis ulcerosa, Mieloma

IgG impide paso a fibrina e
inhibe su agregacion.

Muy grave.
Alargado
Alargado

Alargado
Alargado

No

Infrecuente

No relacion

E Autoinmunes
Farmacos (I1Z, PNC,
procainamida)
Leucemia

Ig G. Inhibe activacion

F XIII por trombina,
inhibe agregacion fibrina
Muy grave.

N

N

N

N

Test estabilidad coagulo

alterados

Si

- Tissue factor

VIA COMUN

Land Dwelling Vertebrates
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11 prothrombin) — IIa(Thrombin)

(Su_rfaces (eg collageni
|

Xlla —— XII

XIII

XIla




COAGULOPATIAS ADQUIRIDAS AUTOINMUNES.

Enfermedad de Von Willebrand adquirida.

Edad

Etiologia

Inhibidor

Hemorragia

TTPA
TP
TT

Clave diagnostico

Inhibidor

2° coagulopatia adquirida mas frecuente con prevalencia
0,04% poblacion.

Factor vW viaja unido a factor VIII, en forma de multimeros
de diferente peso molecular. Adhesion plaquetar a endotelio.

> 60 afos. o el PO sl b
g8 uneaGPJh{I‘xﬁ . ’/, Seune o GPLb/11a

Idiopatico /_‘:_;_é;:

Gammapatia monoclonal, sd linfoproliferativo, SLE wriag P YWE___Plevit b, | ailo sctive,

Mecanismo no autoinmune en neoplasias, estenosis aortica. ? .

IgG/ Ig M-A

Similar vW congénito. Hemorragias leves-moderadas.
Epistaxis, gingivorragia, hemorragia cutaneas, anemia cronica.

Alargado o N.

N
N

F VIl disminuido + alargamientos tiempo agregacion plaquetar
(FCcW:Rco o cofactor de la ristocetina) + F. vW:Ag disminuido

Test mezclas patologico solo 10%. ELISA anti - FvW no rutina.

gitlo da uiridn
al colégena
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SOSPECHA DIAGNOSTICA COAGULOPATIAS ADQUIRIDAS
AUTOINMUNES.

Diatesis hemorragica inesperada, espontanea y en muchas ocasiones
grave sin causa aparente con alteracion pruebas coagulacion, en el

contexto de paciente con probable enfermedad autoinmune/neoplasica de

base.




HEMOFILIA ADQUIRIDA. INHIBIDOR anti FVIII.
-CARACTERISTICAS, MECANISMO de accién y ORIGEN Lo &

1) ANTI FVIII NATURALES.

-Presentes en 15% sujetos normales , sin actividad clinica, inhibidos por
anticuerpos anti-idiotipo, y con union al dominio A3.

Sitio de escision proteolitica

Péptido de alto
peso molecular

=] COoH
(Amino Terminal) NH2

Carboxi-terminal

| 90kd 808080008000
1 1 48020000 S BRe
1 1 (21121232112
I a++ I
1 1
1 1
Peptido de bajo
peso molecular A3 C1 c2
b 80 kd »
- »

FVIII

in. exp. T

Healthy Subjects Produce both Anti-Factor Vil and Specific
Anti-ldiotypic Antibodies

Jean Guy Gilles and Jean-Marie R. Saint-Remy

Allergy and Clinteal Immusnology Unit, Institute of Cellular and Molecular Pathology, Université Catholique de Lowvain,

1200 Brussels, Belgium

of. (1988) 74, 311-316

Anti-idiotypes against autoantibodies and alloantibodies
to VIII:C (anti-haemophilic factor) are present in
therapeutic polyspecific normal immunoglobulins

FRANCOISE ROSSI, YVETTE SULTAN®* & M. D. KAZATCHKINE INSERM U28, Hoépital Broussais and

* Laboratroire d' Hémostase . Hapital Cochin, Paris, France.
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HEMOFILIA ADQUIRIDA. INHIBIDOR anti FVIII. Oy~ =
-CARACTERISTICAS, MECANISMO de accion y ORIGEN Sl

2) ALOANTICUERPOS.

*Anticuerpos secundarios a la infusion de factor coagulacion recombinante en
pacientes HEMOFILIA CONGENITA.

» Aparecen el primer mes tras inicio tto sustitutivo, y el 30% de los hemofilicos los
presentan.

*El riesgo de aparicion de aloanticuerpos se incrementa a: mayor gravedad hemofilia
congenita y presencia inversion intron 22. No existen diferencias entre los productos
recombinantes y derivados plasmaticos.

*Suelen actuar sobre VARIOS dominios epitopes del FVIII (A2 + C2)

Los inhibidores en hemofilicos , la cinética es de TIPO 1 o primer orden, por lo que
un exceso de factor VIII puede neutralizar del todo los anticuerpos.

*No existe remision espontanea de los mismos

sLa presencia del inhibidor implica una disminucion en la eficacia de las infusiones
periodicas de FVIII, y que en algunos casos deban de suspenderse. En ningun caso
se presenta el patron de hemorragia espontanea y severa de la HA.
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HEMOFILIA ADQUIRIDA. INHIBIDOR anti FVIII.
-CARACTERISTICAS, MECANISMO de accion y ORIGEN SEY U

3) AUTOANTICUERPO o INHIBIDOR espontaneo.

-Ac Inmunoglobulina no precipitante, no fija complemento (no provoca dafio tisular), tipo Ig G
(lg G1lylg G4) . También IgM o IgA de manera esporadica.

- Suelen actuar sobre UN SOLO dominio, predominantemente C2, menos frecuente A2.

-Anti A2 bloquean la formacidon del complejo Tenase FIXa-FVllla-FX. Anti C2 bloquean la
unién a fosfolipidos de plaquetas.

Péptido de alto
pesc molecular
(Amino Terminal) NH2

FVII

Tenase complex
(FVllla unido a PL,FIXa, FX)



HEMOFILIA ADQUIRIDA. INHIBIDOR anti FVIII.
-CARACTERISTICAS, MECANISMO de accion y ORIGEN

{m.uebmn
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- Los autoanticuerpos o inhibidores espontaneos contras FVIII en HA tienen una

cinetica tipo 2 predominante sobre la tipo 1.

- Esta cinetica no lineal tipo 2 dificulta la medida del nivel inhibidor por el test de
Bethesda, con tendencia a la infraestimacion del mismo. Estos pacientes tendran

siempre remanente nivel FVIII >1.

.- Ll |

& Type 1 inhibitor

T TRy

residual factor VIl activity

6 9 12 15
incubation time (hours)

Table 1: Properties of plasma samples and anti-C2 autofbs obtained
from AHA patients.

Case FVIIEC FVI:Ag Inhibitor Kinetic

Recognition

(turdly (uidl)  (Bu/ml)  pattern “coagu-  Epi-
lant tope™
factor

1 <02 1.0 30,7 wpe 1 FWI c2
2 =02 <1.0 1,100 pe 1 FWII cz
3 =0.2 =<1.0 48.8 type 1 FWI C2 (A2)
4 <02 <1.0 110 twpe 1 FWI c2
5 =2 11.1 327 wpe 1 FWI C2Z.(Aa2)
& =0.2 <1.0 135 ope 1 FWill c2Z
F i =02 B.5 321 ope 1 FvII c2
8 =2 <1.0 B65.3 type 1 FWI c2
9 =0.2 11.2 36.8 ope 1 FWIlI cZ
10 1.1 1.0 82 ype 2 B L
11 1.2 1.0 330 type 2 FWI c2
12 1.2 29.0 7.9 type 2 FWII c2
13 1.4 1.0 860 type 2 FWIT C2,(A2)
14 1.5 2.8 200 type 2 FWI c2
15 6.4 141 1.2 type 2 FWII c2
16 1.0 10.0 31.7 type 2 FWIT c2
17 3.2 2.4 106 iype 2 RV [ &

Type 1 or Type 2 antibodies inhibit FVIIEC either completely or incompletely at
saturating concenirations. *: Cases 3, 5, and 13 reacted very faintly with the
A7 domain.
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HEMOFILIA ADQUIRIDA. INHIBIDOR anti FVIII.

Desconocemos las variables que explicarian la existencia de un grupo
pacientes HA con hemorragia GRAVE (70%) respecto aquellos con
hemorragias leves (30%)

1)El titulo de inhibidor en EACH2 es ligeramente superior en pacientes hemorragia
mas grave al limite de significacion estadistica (P=0,02) pero el resto de estudios no
ven diferencias (Collins et al, 2007, Delgado et al, 2003).

2)Los niveles de FVIII son similares.

3)Las enfermedades de base son similares.



HEMOFILIA ADQUIRIDA. INHIBIDOR anti FVIII.

Thrombin generation in patients with acquired haemophilia
and clinical bleeding risk

& 21 1 Bliscivaedl Pobishieng Lid, Svtih berna! of Heeynalofegy, 153, 129143
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Fig 1, Discrimination between severe bleeders, non-severe bleeders and controls at a tissue Bctor concentrtion of 5 pnmb‘l. Thrombin generation
tesl parameters shown are endogenous thrombin [.nah:n['ml [ ETP; A}, p:'ak hL'iI,_JJil (B}, |u|._=_ nme (T} and time to praL (TTF; D). tNot _-iigni[-]—
cant,"P < (-05, **P < 041, ***P < 0005,

- Los pacientes con hemorragias MAS GRAVES sintetizan MENOS TROMBINA, aungue con

la misma velocidad de sintesis.
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HEMOFILIA ADQUIRIDA. INHIBIDOR anti FVIII.

- “Los pacientes con HA con hemorragias MAS GRAVES sintetizan MENOS TROMBINA”

* Determinar por metodos coagulometricos la sintesis de trombina en el debut clinico de los

pacientes con HA constituiria un FACTOR PREDICTIVO de la evolucion del cuadro

hemorragico.

CAUSA? Titulo mh)Bidor / |
Concentracion-actwdad FVIII

R ——

® Type 1 inhibilor

CARACTERISTICAS
INTRINSECAS

residual factor Vill activity

0 3 6 ] 12 15
incubation time (hours)




@ Schattauer 2012 Blood Coagulation, Fibrinolysis and Cellular Haemostasis

. . i . . . ':I,-‘lila;:['ﬂebron
A putative inhibitory mechanism in the tenase complex responsible Hospiiplp i
for loss of coagulation function in acquired haemophilia A patients LY ~— &
with anti-C2 autoantibodies =

Tomoko Matsumoto; Keiji Nogami; Kenichi Ogiwara; Midori Shima
Department of Pediatrics, Mara Medical University, Kashihara, Japan

Pacientes con Hemofilia Congenita Severa/ Moderada y pacientes con HA de los que se obtuvieron los antiC2 con cinética

tipo 1y cinetica tipo 2.

M=group a1 o Type 2 AHA
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sLos niveles de factor Xa y trombina creada
son mayores en los pacientes con Hemofilia
Congenita respecto pacientes con Hadquirida
(explica mayor gravedad hemorragias en
forma adquirida)

*El mecanismo por el que se reduce la
produccion de Xa y trombina en H
adquirida pasa por la inhibicion del
complejo TENASE que varia segun la
cinetica del inhibidor:

|- Inhibicion UNION
FVlllactivado a PL

fig P
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Type 1 AHA

FX
FVlia/TF s O ~
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Severe congenital HA

2- Inhibicion ACTIVACION
FVIII por la Th (Trombina).

Type 2 AHA



HEMOFILIA ADQUIRIDA. INHIBIDOR anti FVIII.

- La expresion clinica de la HA dependera de la capacidad de sintesis de
trombina, caracteristica probablemente relativa a la cinetica de los

inhibidores, y por lo tanto a sus caracteristicas intrinsecas.

- Esta en marcha un estudio estatal de “Caracterizacion de los inhibidores en
pacientes con diagnostico de hemofilia adquirida” dirigido por Dr. Pascual

Marco Unidad Hematologia H. Alicante, Presidente SETH.



