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Propagación 

PAPEL DEL FVIII EN LA COAGULACIÓN  

Papel fundamental en el paso  

de FX            FXa. 

Actúa como cofactor. 



PAPEL DEL FVIII EN LA COAGUACIÓN (II) 

Fuente: Curso postgrado de capacitación en patología trombótica-2011. 



DIAGNÓSTICO. FASE PREANALÍTICA 



DETERMINACIONES NECESARIAS 



DETERMINACIÓN DE TTPa 

SÓLO SE DEBE CUANTIFICAR EL FVIII SI EL TTPa ESTÁ 
ALARGADO 



TTPa vs FVIII 



DOSIFICACIÓN DE FVIII 

¿Por qué es importante una 
correcta dosificación? 

¿Qué problemas se nos 
presentan en la dosificación 

de FVIII? 



¿POR QUÉ ES IMPORTANTE UNA 
CORRECTA DOSIFICACIÓN? 

Correcto 
diagnóstico 

Monitorización  
de tratamiento 

sustitutivo 

Manufacturación 
de concentrados 



1) PAPEL DEL FVIII: COFACTOR  

    Actividad hay que medirla de forma indirecta. 

2) NECESIDAD DE ACTIVACIÓN 

    Activación previa a ejercer como cofactor 

    La determinación resultaría mucho más 
sencilla si el FVIII no necesitara de una 
activación previa. 

Xa 
X 

IIa 

VIII 

VIIIa 

VIIIa/IXa 

¿QUÉ PROBLEMAS SE NOS PRESENTAN EN 
LA DOSIFICACIÓN? 



 

1. De forma indirecta: MÉTODO COAGULATIVO: 
 

 Método en una etapa 
 
 Método en dos etapas 

 
2. De forma directa: MÉTODO CROMOGÉNICO 

MÉTODOS PARA LA DOSIFICACIÓN DEL 
FVIII 

Miden el papel del FVIII como cofactor en la activación del FX 



Mide la capacidad del FVIII contenido en 
una muestra de acortar el tiempo de 
formación de un coágulo del plasma de 
un hemofílico A, tras una activación de la 
fase contacto y recalcificación. 

SITUACIÓN IDEAL 
La cantidad de FVIII existente en la muestra es la que debe influir como 
único factor en el resultado final, cuando todos los demás factores se 
hallan en exceso.  

MÉTODO COAGULATIVO EN UNA ETAPA 
(ONE-STAGE ASSAY) 

Muestra 
FVIII?? 

F de contacto 
TTPa reactivo 

Plasma 
carente 



MÉTODO COAGULATIVO EN DOS ETAPAS 

Primera reacción 

Segunda reacción  

Plasma humano 
(FIXa y FX) 

Ca++ 
PL 

Plasma bovino 
(FV y FVa) 

Muestra 
a estudio 

Protrombinasa 

Protrombina Trombina 

Fibrinógeno Fibrina 



MÉTODO CROMOGÉNICO 

1ª reacción: activación del FX dependiente de FVIII 

Muestra a estudio incubada con trombina, FIXa, FX, Ca++ y PL 

FX FXa 

Muestra  
del pac. 

FVIII? FIXa 

PL Ca++ 

2ª reacción: mide la cantidad de FXa producido en la 1ª R 

Substrato 
cromogénico 

Péptido  
+ 

pNa 

FXa 

Hidrólisis de substrato cromogénico, liberación de color medido 
mediante espectrofotómetro a 405 nm 

Trombina 



 Ala  Ile  Glu  Gly  Arg  Thr Ser Glu Asn  Tyr  Ile  Glu  Gly  Arg  Ile Val Glu Gly 

 Ile  Glu  Gly  Arg PNA 

Protrombina 

Factor Xa 
Factor Xa 

PNA 

SUBSTRATOS CROMOGÉNICOS 
Péptidos sintéticos que reaccionan con enzimas proteolíticas conduciendo a 
la formación de color. 
Afinidad a la acción del enzima similar al substrato natural. 

MÉTODO CROMOGÉNICO 



MÉTODO COAGULATIVO 

 
Muestra FVIII? 
Plasma carente 

Activador  
PL, Ca2+ 

 

Fibrina 

COAGULÓMETRO 

MÉTODO CROMOGÉNICO 

 
Muestra FVIII? 

Trombina 
FIXa, FX 
PL, Ca2+ 

 

FXa 

Péptido 

pNa 

Liberación de color 

ESPECTROFOTÓMETRO 



DIFERENCIAS ENTRE MÉTODOS 

MÉTODO COAGULATIVO 

  Langdell, 1953 
  Derivado TTPa 
  Barato, sencillo y automatizable 
  Formación suprafisiológica FIXa 
  Preactivación del FVIII 
  Importante variabilidad  
 interlaboratorios. 

 Rosén, 1984 
 Sustratos cromogénicos 
 Reactivos comerciales 
 Fácilmente automatizable 
 Caro para pocas muestras 
 Exigido para la titulación  
 de concentrados 
 MENOR VARIABILIDAD  
 INTERLABORATORIO 

MÉTODO CROMOGÉNICO 



DOSIFICACIÓN DE FVIII 

Que todos los métodos reflejen de modo exacto 
el nivel real de FVIII:c 

SITUACIÓN IDEAL 

Existen discrepancias en los resultados EN FUNCION 
DEL MÉTODO UTILIZADO, tipo de FVIII a estudio, 
reactivos, plasma carente, estándar. 

SITUACIÓN REAL 



CV tenían una relación 
inversa con el nivel de 
FVIII:c 
Los resultados más 
aceptables eran del 
método cromogénico 

FVIII <2% 

DIAGNÓSTICO DE HEMOFILIA  

Dr.J.C. Reverter: CEH/AEHH. Resultados del programa de evaluación externa de calidad 
Reverter JC, Gutierrez G, Jouo JM.Rev Iberoamer Tromb Hemostasia 2001; 14:21-26 



IMPORTANTES DIFERENCIAS ENTRE 
MÉTODO CROMOGÉNICO Y 

COAGULATIVO 

Blombäck M et al. On the unreliability of one-stage factor VIII:c 
clotting assay after infusion of factor. Scand J Clin Lab Invest. 

1987;47(6):561-6  

Aronson DL et al. The control and standardization of factor VIII. Scand J 
Haematol 1984; 33 (supl 40): 71-78 

ESTANDARIZACIÓN 



“Definir los mínimos procedimientos necesarios 
para obtener una concordancia en los resultados 

entre diferentes laboratorios y métodos, con 
especial énfasis en el uso de los estándares de 

referencia apropiados” 

Barrowcliffe TW. Standardization and assay. Sem Thromb Haemost 1993; 19:73-79. 

¿QUÉ ES LA ESTANDARIZACIÓN DEL 
FVIII:c? 



PRINCIPIOS BÁSICOS DE LA 
ESTANDARIZACIÓN BIOLÓGICA 

 Principio “like versus like”  

 Elección de estándar apropiado en función de la muestra a analizar.  

 

 Definición de estándares de referencia estables  
 La definición universal de una unidad de FVIII por dl de plasma. 

 Estándares internacionales estables de referencia.  

 

 Igual determinación FVIII:c independiente del método usado  
 Muy difícil de llevar a la práctica (plasma deficiente en FVIII, TTPa…). 

 Discrepancias entre los diferentes métodos utilizados. 



ESTANDARIZACIÓN DE FVIII:c 

NO EXISTEN RECOMENDACIONES  
INTERNACIONALES 
Utilización de los estándares de la OMS 

Recomendaciones para muestras plasmáticas 

Recomendaciones para concentrados 

European Farmacopeia: método cromogénico 
ISTH: método cromogénico 



CALIBRACIÓN 

FVIII:c cromogénico 100% 
STANDARD 

OMS 
5th IS (02/150) 



CALIBRACIÓN 

FVIII:C bajo FVIII:C alto 



CONTROLES DE CALIDAD 

CONTROL NORMAL CONTROL PATOLÓGICO BAJO 



HISTORIA DE HEMOFILIA B 



DIAGNÓSTICO DE HEMOFILIA B 

Muestra a 
estudio FIX? 

Fase de 
contacto 

Plasma 
deficiente 
en FIX TTPa  

alargado 
 
 

Dosificación  
de FIX 

(métodos 
coagulativos) 



DETERMINACIÓN DE INHIBIDORES 
CONTRA EL FVIII Y FIX 

 

 Método Bethesda:  

 se incuban diluciones del 
plasma del paciente con 
plasma normal durante 2h a 
37ºC y se dosifica el FVIII ó FIX 
residual. 

 
 
  
 
  
 Modificación de Nijmegen 

 Técnicas de detección: estudio de mezclas. 

 Técnicas de cuantificación: 

1UB  
cantidad de inhibidor 

que neutralizará el 50% de  
una unidad de FVIII añadido,  

durante 2h. y a 37 ºC 



¿¿¿FUTURO??? 

1950 Macfarlane and Biggs: con fibrinógeno. 

1980 Hemker et al: sustrato fluorogénico. 

Actualmente se utiliza CAT: con un software y 
calibrador adecuado para medir la actividad de 
trombina generada, la velocidad de reacción y el 
tiempo para generarlo. 

2002 Al Dieri R et al. 
2003 Sorensen B et al: describe la técnica 
empleando pequeñas cantidades de FT 

Van Veen JJ et al. “Thrombin generation testing in routine clinical practice: are we there yet?” Br J Haematol 2008;142 (6):889-903.  

Thrombin Generation Assay Is Not Able to Predict Hemostatic Efficacy of by-Passing Agents in Patients with Hemophilia and 
Inhibitors: Results From in Vivo Studies. CO.  ASH 2012 

Thromboelastography for Monitoring of Hemostatic Changes Following Factor Administration. PO 3373. ASH 2012 



ESTUDIOS GENÉTICOS 

HEMOFILIA A GRAVE 

HEMOFILIA A LEVE/MOD 
Y 

HEMOFILIA B 

INVERSIÓN  
INTRÓN 22 

SECUENCIACIÓN 



GESTACIÓN Y ESTUDIO PRENATAL 

…se define como “todas aquellas acciones realizadas antes del 
nacimiento que tengan como objeto el diagnóstico de un defecto 
congénito” 

1. Conocer sexo fetal en sangre materna 
(analizando DNA fetal libre en la circulación 
materna mediante la presencia o ausencia de 
SRY loci) 

2. Biopsia de vellosidades coriales: para obtener DNA fetal 
(11-14 semana) 
 



BIOPSIA DE VELLOSIDAD CORIAL 

 Se obtiene DNA fetal en el primer trimestre 
de embarazo (11-14 semana) 

 
 ANTES DE REALIZAR LA PRUEBA: 
 

1. CONOCER LAS TASAS DE FACTOR BASAL (si FVIII o 
FIX < 50%: profilaxis con factor recombinante) 
 

2. CONOCIMIENTO CON ANTELACIÓN DE LA 
MUTACIÓN FAMILIAR 

 
 

 Una vez obtenido el DNA, se determina el 
sexo (si es varón se continúa el estudio) 

 
 Riesgo de aborto: 1% 

11-14 s 



ENFERMEDAD VON 
WILLEBRAND 

Erik von Willebrand 
1926 



HISTORIA DE LA EvW 

FAMILIA  
(FLÖGÖ)  

“Enfermedad hemorrágica hereditaria que afectaba por igual a hombres y 
mujeres y que no comprometía las articulaciones ni los músculos. En un 
principio se llamó PSEUDO-HEMOFILIA”. 



DEFINICIÓN 

Es una coagulopatía causada por trastornos cualitativos o cuantitativos de la 
molécula von Willebrand. 

Autosómica 

 dominante 

Generalmente es congénito.  

La mayoría de las veces es AD  

y en algún caso es AR. 

 

Incidencia de 2-3% de la población. Es 
la coagulopatía congénita más 
frecuente 



MOLÉCULA VON WILLEBRAND 

Colágeno 

GPIb FVIII GPIIb/IIIa 

ADAMTS 13 



INTERACIONES DE FvW  



MULTÍMEROS VON WILLEBRAND 



FUNCIONES DE LA MOLÉCULA VON 
WILLEBRAND 

Hemostasia primaria:  
adhesión y agregación plaquetaria 

 

Hemostasia secundaria: 
transporta el FVIII:c en el plasma 



CLASIFICACIÓN 

DÉFICIT CUANTITATIVO DE FvW 
Tipo 1: Déficit parcial de FvW 

Tipo 3: Déficit completo de FvW 

 

DÉFICIT CUALITATIVO DE FvW 
Tipo 2: Déficit cualitativo de FvW 

Tipo 2A:Disminución de la función del FvW plaquetar dependiente, con 
ausencia de multímeros de alto peso molecular 

Tipo 2B: Aumento de la afinidad del FvW por la GPIb plaquetar 

Tipo 2M: Disminución de la función del FvW plaquetar dependiente, con 
presencia de multímeros de mayor tamaño 

Tipo 2N: Disminución de la afinidad del FvW por el FVIII 

Sadler et al. Update on pathophysiology and classification of von Willebrand disease: a report of the Subcomittee on von Willebrand 
Factor. J Thromb Haemost 2006; 4:2103-14. 



DIAGNÓSTICO 

Historia clínica 
de sangrado 

Antecedentes 
familiares 

Pruebas de 
laboratorio 



TEST DE 
LABORATORIO 

PARA EL 
DIAGNÓSTICO DE 

EvW 



1.-TEST DE SCREENING 

T. DE OBTURACIÓN: 

Alargado (sensibilidad de un 90%) 

 

CONTAJE DE PLAQUETAS:  

Normal excepto en el 2b 

 

TTPa:  

Alargado (muy prolongado en 

el tipo 3 y en el 2N) 



2.-TEST ESPECÍFICOS 

 Determinación de antígeno von Willebrand (vWF:Ag) 
 

 Actividad del factor von Willebrand, cofactor de la 
ristocetina (vWF:RCo) 
 

 Capacidad de VWF de unirse al colágeno (vWF:CB) 
 

 Patrón multimérico 
 

 Dosificación de FVIII 
 

 Capacidad del FvW de unirse al FVIII 



DETERMINACIÓN DE ANTÍGENO VON 
WILLEBRAND (FvW:Ag) 

 Método de electroinmunodifusión (Laurell) 

Cuantifica el nivel total de la proteína von Willebrand 

Técnicas de ELISA: técnicas más utilizada. 



ACTIVIDAD DEL COFACTOR DE LA 
RISTOCETINA (FvW:RCo) 

Mide indirectamente LA AFINIDAD DEL FvW 
POR LA GPIB.  

FvW:RCo continua siendo el gold standard para 
medir la actividad del FvW. 

En nuestro laboratorio se realiza mediante 
ELISA con Ac. monoclonales IgG que reconocen 
un epítope funcional de FvW.  

Importante el ratio FvW:RCo/FvW:Ag para 
filiar el subtipo de EvW. 



CAPACIDAD DE FvW DE UNIRSE AL 
COLÁGENO (FvW:CB) 

Muy útil en los subtipos en los 
que han perdido los multímeros 
de alto peso molecular (2A y la 
mayoría de los 2B) 

FvW:RCo 

FvW:CB 



PATRÓN MULTIMÉRICO 

Es una técnica compleja y 
difícil de estandarizar 

Es útil para establecer 
tipos y subtipos de EVW 



DOSIFICACIÓN DE FVIII 

 Método coagulativo 

 

 

 

 

 Método cromogénico 

Los niveles de FVIII:c y los FvW:Ag van paralelos excepto 
en el tipo2N (FVIII:c/FvW:Ag <0.5) 

Muestra 

FVIII? 

Plasma 
deficiente en 
FVIII 

        PNA 

FXa 

PNA Ille GLu Gli Arg 



CAPACIDAD DEL FvW DE UNIRSE AL FVIII 

 Mide la afinidad del FvW del plasma por el FVIII. 

 

 Se determina aislando el FvW del paciente por 
inmunoadsorción y enfrentándolo a FVIII exógeno purificado. 
Esta unión se evidencia por método cromogénico o mediante 
ELISA. 

 

 SE RECOMIENDA REALIZAR CUANDO EL RATIO FVIII:c/FvW:Ag 
<0.5, para DIFERENCIAR LA EvW tipo 2N de HEMOFILIA 
MODERADA  



3.-TEST DISCRIMINATIVOS 

 Aglutinación plaquetaria inducida por ristocetina 
 

 Contenido plaquetario de FvW 
 

 FvW plasmático unido a plaquetas 
 

 Estudio de proteolisis de FvW 
 

 Determinación del propéptido 
 

 Anticuerpos contra Factor von Willebrand 
 

 Análisis del DNA 



AGLUTINACIÓN PLAQUETARIA INDUCIDA 
POR RISTOCETINA (RIPA) 

 Depende de la concentración 
de ristocetina y de la afinidad 
de FvW por la GPIb. 
 

 SU MAYOR UTILIDAD ES EL 
DIAGNÓSTICO DEL SUBTIPO 
2B, donde la agregación 
plaquetaria ocurre a bajas 
concentraciones de ristocetina 
(<0.6 mg/ml), indicando el 
aumento de la afinidad del 
FvW por GPIb. 



OTRAS PRUEBAS DIAGNÓSTICAS 

FACTOR VON WILLEBRAND PLAQUETARIO  

Determinación de vWF:Ag; vWF:RCo así como el patrón 
multimérico en plaquetas lisadas. 

 

FACTOR VON WILLEBRAND PLASMÁTICO UNIDO A 
PLAQUETAS  

Nos permite diferenciar el tipo 2B (aumento de la afinidad del 
FvW plasmático por plaquetas normales) del 
PSEUDOVONWILLEBRAND (incremento de la afinidad de la 
GPIb de las plaquetas del paciente por el vWF normal) 



OTRAS PRUEBAS DIAGNÓSTICAS 

ESTUDIO DE PROTEOLISIS DEL FvW 

Se mide la susceptibilidad de FvW a la metaloprotesa que regula su tamaño 
que es el ADAMTS13 



OTRAS PRUEBAS DIAGNÓSTICAS 

DETERMINACIÓN INMUNE DEL PROPÉPTIDO (FvWpp), el 

cociente FvW:Ag:FvWpp debe ser 1:1 si es mayor sugiere un 
aclaramiento acelerado bien por tipo 1C ó EvW adquirida.   

ANTICUERPOS ANTI-FVW: se detectan:  

Aloanticuerpos en EvW tipo 3 (7 - 10%) 
Autoanticuerpos en EvW ADQUIRIDO 



OTRAS PRUEBAS DIAGNÓSTICAS 

ANALISIS DEL DNA:  

 Muy avanzado en EvW tipo 2 y 
tipo 3 
 

 Muy pobremente documentado 
en EvW tipo 1 (hay dos grandes 
estudios, uno en Europa y otro 
en Canadá)  
 

 En EvW tipo 1: 
 

 Baja penetrancia (no todos los 
que heredan la mutación 
tienen clínica) 

 Variable expresividad 
(aquellos con la misma 
mutación muestran clínica 
variable). 

 



CARACTERÍSTICAS DE LOS SUBTIPOS (I) 

54th. ASH Annual Meeting and Exposition. Atlanta, GA. Dec 8-11, 2012 



CARACTERÍTICAS DE LOS SUBTIPOS (II) 

54th. ASH Annual Meeting and Exposition. Atlanta, GA. Dec 8-11, 2012 



Tipo 3 

Tipo 2M 

Tipo 2N Hemofilia A Tipo 1 

Tipo 2A Tipo 2B Pseudo vW 

CT 

vWF:FVIIIB 

FvW assays 

FvW:RCo/FvW:Ag 

FVIII:C/FvW:Ag<0,5 

FvW:CB/FvW:Ag 

RIPA 

Normal  

Antecedentes personales o familiares de sangrado 



PRUEBAS DIAGNÓSTICAS  

Hemofilia A Hemofilia B EvW 

1. TTPa 

2. Dosificación FVIII: 

 Método 
coagulativo 

 Método 
cromogénico 

 

Estandarización 

1. TTPa 

2. Dosificación FIX 
(método 
coagulativo) 

1. Test de screening (T. de 
obturación) 

2. Test específicos: 

 FvW:Ag 

 FvW:RCo 

 FvW:CB 

 Patrón 
multimérico 

 Dosif. FVIII 

 FvW-FVIIIB 

3. Test discriminativos 



MUCHAS 
GRACIAS 


