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Resumen

Introduccion: El emicizumab (Hemlibra®, RO-
CHE) es un anticuerpo monoclonal 1gG4 bi-espe-
cifico, recombinante y humanizado, que mimetiza
la funcion del FVIIla. Su administracion por via
subcutanea es eficaz y segura en la prevencion de
hemorragias en pacientes con hemofilia A severa
con o sin inhibidor. Si bien el emicizumab ha sido
aprobado con un régimen de administracién basado
en el peso corporal y sin un monitoreo de los niveles
plasmaticos, la cuantificacion plasmatica de emici-
zumab puede ser 1til en distintas circunstancias cli-
nicas y de investigacion. Debido a que en Argentina
aun no estan disponibles los calibradores y contro-
les comerciales especificos de emicizumab, hemos
validado un método para la cuantificacién plasma-
tica de emicizumab (Epc), basado en la medicion
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de FVIII por método coagulométrico en una etapa
modificado (modFVlIllcoag), utilizando calibrado-
res y controles preparados “in-house”’. Materiales
y métodos: para la Epc se utilizé una predilucion
de la muestra 1/80 con buffer Owren Koller. El ca-
librador “in-house” de emicizumab (150 pug/mL
de emicizumab) se prepard agregando emicizumab
de 150 mg/ml a un plasma deficiente en FVIII. Se
prepararon dos niveles de control “in-house” y una
curva de calibracion de 6 puntos. Los procedimien-
tos de validacion se realizaron en un STA Compact
Max2 (Diagnostica Stago). Repetibilidad: se pro-
cesaron los controles 20 veces en la misma corri-
da analitica. Imprecision Intra-Laboratorio: se pro-
cesaron los controles por triplicado durante 5 dias.
Linealidad:11 niveles medidos por triplicado. Limi-
te de cuantificacion: 15 mediciones de un plasma
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VALIDACION DE UN METODO PARA LA CUANTIFICACION PLASMATICA DE EMICIZUMAB

deficiente de FVIII comercial. Bias: a partir de un
programa de evaluacion externa de calidad (UK
NEQAS). Se evaluo¢ la interferencia del FVIII y rF-
Vlla en Epc, y de emicizumab en otras determina-
ciones de hemostasia. Resultados: Epc mostré una
imprecision y un sesgo aceptables, un rango lineal
de 5-150 pg/ml y un limite de cuantificacion de 5
pg/ml de emicizumab. En los estudios de interferen-
cia se encontrd que el FVIII interfiere con Epc pero
no asi el rFVIIa. Emicizumab acort6 los valores del
TTPa por debajo del limite inferior del intervalo de
referencia local, mientras que el FVIII medido por
método cromogénico con componentes de origen
bovino no fue afectado. El método coagulométrico
de una etapa de FVIII fue falsamente aumentado y
mostr6 una fuerte correlacion lineal con Epc en este
sistema reactivo/instrumento. Discusion: El ensayo
modFVlIlIcoag automatizado “in-house” permite la
cuantificacion plasmatica de emicizumab mediante
un método sencillo, reproducible, de bajo costo y de
facil integracion en los procesos de rutina.

Abstract

Introduction: Emicizumab (Hemlibra®, ROCHE)
is a bispecific, recombinant and humanized IgG4
monoclonal antibody, that mimics the function of
FVIIIa. Its subcutaneous administration is effec-
tive and safe in preventing bleeding in patients with
severe hemophilia A with or without inhibitor. Al-
though emicizumab has been approved with an
administration regimen based on body weight and
without monitoring of plasma levels, emicizumab
plasma quantification may be useful in different
clinical and research circumstances. Since emici-
zumab-specific commercial calibrators and controls
are not yet available in Argentina, we have validated
a modified one-stage FVIII assay (modOSA) for the
quantification of emicizumab in plasma (Epq) using
in-house prepared calibrators and controls. Materi-
als and methods: For Epq a 1/80 sample predilu-
tion with Owren Koller buffer was used. In house
emicizumab calibrator (150 pg/mL emicizumab)
was prepared by adding emicizumab 150 mg/mL to
FVIII deficient plasma. Two in house control lev-
els and a 6-point calibration curve were prepared.
The validation procedures were performed in a STA
Compact Max2 analyser (Diagnostica Stago). Re-
peatability: controls were processed 20 times in the
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same analytical run. Intra-laboratory Imprecision:-
controls were processed in triplicate for 5 days. Lin-
earity: 11 levels were measured in triplicate. Limit
of quantitation: 15 measurements of a commercial
FVIII deficient plasma were assessed. Bias were
estimated based on an external quality assessment
program (UK NEQAS). The interference of FVIII
and rFVIIa in Epq and of emicizumab in other he-
mostasis determinations were evaluated. Results:
Epq showed acceptable imprecision and bias, a lin-
ear range of 5-150 pg/ml and a quantification limit
of 5 pug/ml. Epq was interfered with FVIII but not
with rFVIIa. Emicizumab shortened aPTT values
below the lower limit of the local reference inter-
val. FVIII measured by chromogenic method with
components of bovine origin was not affected. The
one-stage FVIII assay (OSA) was falsely increased
but showed a strong linear correlation with Epq in
this instrument reagent system. Discussion: The
automated “in-house” modOSA allows the plasma
quantification of emicizumab using a simple, repro-
ducible, low-cost method that is easy to integrate
into routine processes.

Introduction

El emicizumab (EMI, Hemlibra®, ROCHE) es un
anticuerpo monoclonal IgG4 bi-especifico, recombi-
nante y humanizado, con afinidad por el FIXa y el FX,
mimetizando la funcién del FVIIIa. Su administra-
cién por via subcutanea es eficaz y segura en la pre-
vencion de hemorragias en pacientes con hemofilia
A severa (HAS) con o sin inhibidor. El emicizumab
ha sido aprobado con un régimen de dosificacion ba-
sado en el peso corporal (1.5 mg/kg por semana, 3
mg/kg cada 2 semanas, 6 mg/kg cada 4 semanas). La
cuantificacién plasmatica de emicizumab podria ser
de utilidad para: optimizar el uso de los viales dispo-
nibles permitiendo una dosificaciéon mas costo-efec-
tiva, para valorar la adherencia al tratamiento, ante la
sospechadel desarrollo de anticuerpos anti-emicizu-
mab y con fines de investigacion”. Recientemente,
una revision sistematica demostr6 una relacion lineal
dosis-concentracién y una variabilidad interindivi-
dual moderada en la concentraciéon plasmatica de
emicizumab®. En esta revision, la tasa anual de san-
grado no mejord a concentraciones de emicizumab
por encima de 25-30 pug/mL, lo que podria permitir
una dosificaciéon mas baja en una proporcion sustan-
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cial de pacientes con Hemofilia A (HA). Estos autores
proponen un tratamiento basado en una adecuacién
de la dosis por peso corporal ajustado con la cuanti-
ficacion plasmatica de emicizumab, permitiendo una
dosificacion mas costo-efectiva. En otra publicacion,
los mismos autores, a fin de evitar desechar la medi-
cacion, proponen utilizar viales completos basados en
que existe una relacion lineal entre los 3 regimenes de
tratamiento propuestos en los ensayos clinicos; con lo
cual la utilizacién de dosis alternativas daria lugar a
concentraciones plasmaticas similares, con igual efec-
tividad para el control del sangrado®. Ademas, esto
podria implicar una menor frecuencia de inyecciones
como un beneficio adicional, especialmente en nifos.
La concentracion plasmatica de emicizumab pue-
de ser monitoreada mediante modificaciones del
ensayo coagulométrico en una etapa para FVIII,
utilizando una alta pre-dilucién de la muestra, ca-
libradores y controles especificos de emicizumab®.
Debido a que en Argentina aun no estdn disponi-
bles los calibradores y controles comerciales espe-
cificos de emicizumab, hemos validado un método
de FVIII coagulométrico de una etapa modificado
(modFVIIIcoag) para la cuantificacién plasmatica
de emicizumab (Epc) utilizando calibradores y con-
troles preparados “in-house™.

Materiales y Métodos:
Reactivos y materiales utilizados:
« Kit STA®-C.K. Prest®, Diagnostica Stago S.A.S:

v Reactivo 1: liofilizado de cefalina (sustituto de
plaquetas), preparado a partir de tejido de cere-
bro de conejo.

v Reactivo2: suspension tamponada de caolin
(5mg/ml) presentado en vial de 5ml.

o Plasma deficiente en FVIII: STA°-ImmunoDef
VIII, Diagnostica Stago S.A.S. Reactivo liofilizado.

Los reactivos se reconstituyen acorde a las especifi-

caciones del fabricante.

« STA®-CaCl2 0,025M, Diagnostica Stago S.A.S. Lis-
to para usar.

o STA"-Buffer de Owren-Koller (bOK), Diagnostica

Stago S.A.S. Listo para usar.

o Calibrador “in-house” CALEMI: para su prepara-
cion se realizan dos diluciones secuenciales (1/100

+ 1/10) de emicizumab 150 mg/ml en plasma de-

ficiente en FVIII para alcanzar una dilucién final

1/1000. Este material se prepara cada vez que se

realiza una curva de calibracién.
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» Controles de calidad interno “in-house™ nivel
1 = 25 pug/mL de emicizumab (dilucién 1/6 de
CALEMI en plasma deficiente en FVIII), nivel 2 =
75 ug/mL de emicizumab (dilucién 1/2 de CALE-
MI en plasma deficiente en FVIII). Deben prepa-
rarse y utilizarse dentro de las 4h.

o TTPa: STA-PTT Automate, Diagnostica Stago,
S.A.S. France.

 FVIII coagulométrico en una etapa (FVIIIcoag):
STA®-C.K.Prest®, STA®-ImmunoDef VIII.

 FVIII cromogénico con componentes de origen
bovino (FVIIIcro): Coamatic® FVIII Chromoge-
nix, Instrumentation Laboratory Company, USA.
v §-2765 + 1-2581: sustrato cromogénico (N-a-

Z-D-Arg-Gly-Arg-pNA) (7.7mg), e inhibidor
sintético de trombina (0.2mg) con manitol
(agente de volumen).

v Factor Reagent: Factor IXa bovino (0.3U), Fac-
tor X (2.7UI) y trombina (1 NH-U) coliofilizado
con CaCl2 (40mmol) y fosfolipidos (0.2mmol).

v Buffer Tris concentrado que contiene NaCl
y BSA. Se diluye 1/10 en agua destilada (Tris
0.025 M, PH 7.9, 1% BSA).

« Coagulémetro automético STA Compact Max2,
Diagnostica Stago, S.A.S. France.

Cuantificacion plasmatica de emicizumab:

El método esta basado en el ensayo automatizado de
FVIII coagulométrico en una etapa modificado. Se
utiliza una alta pre-dilucion de la muestra (1/80 en
bOK) realizada automaticamente por el STA Com-
pact Max2. Para realizar la curva de calibracién en
un rango de 5 a 150 pg/mL de emicizumab se utiliza
el calibrador “in-house” CALEM]I, del cual se requie-
ren altas diluciones que no son posibles de realizar
de manera automatizada en el STA Compact Max2.
Por lo tanto, es necesario preparar en forma manual
una predilucién 1/80 del calibrador con bOK vy lue-
go el coagulémetro realiza autométicamente las si-
guientes diluciones en bOK: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32.
Para validar cada calibracion se utilizaron los dos
niveles de control de calidad interno “in house”.

Protocolos de validacion:

Periodo de tiempo de validacién del método: 3 afios.
Curva de Calibracién: Consta de 6 niveles de concen-
tracion, medidos por duplicado en un Coagulémetro
STA Compact Max2, Diagnostica Stago S.A.S.
Imprecision: Repetibilidad (CVR); Se procesaron dos
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niveles de control preparados “in-house” 20 veces en
la misma corrida analitica. Imprecision Intra-Labo-
ratorio (CVIL); se procesaron ambos niveles de con-
trol por triplicado durante 5 dias, seguin el protocolo
de la guia EP 15-A2 de CLSI®.

Bias: Se calculd el bias promedio del modFVIIIcoag
mediante un programa de evaluacion externa de la
calidad (UK NEQAS Blood Coagulation, Sheffield
UK). Desde el afio 2021 al 2023, 8 encuestas fueron
procesadas en tiempo real. El bias de cada encuesta
fue estimado por la comparacion de los resultados
obtenidos de nuestro laboratorio con la mediana de
los resultados informados por los laboratorios parti-
cipantes que utilizaron el método de FVIII coagulo-
métrico de una etapa modificado.

Linealidad: Se obtuvieron 11 niveles de concentracién
de emicizumab utilizando CalEMI (150 pg/mL) y
pdFVIII (0 ug/mL) segtin se muestra en la Tabla 1. A
cada nivel se le midio la concentracion plasmatica de
emicizumab por triplicado y se obtuvo el valor medi-
do promedio. Para evaluar la linealidad se utiliz una
regresion lineal, calculando la pendiente y la ordena-
da al origen con un intervalo de confianza del 95%.
Limite de cuantificacion (LoQ): Se realizaron 15 de-
terminaciones de Epc en un plasma deficiente en
FVIII comercial. Se determind el LoQ como la con-
centracion igual a 10 veces el desvio estandar (DE)
del blanco.

Interferencia del FVIII y del Factor VII recombinan-
te activado (rFVIla) en la cuantificacion plasmadtica

de emicizumab: se prepararon 6 mezclas in vitro de
emicizumab con una fuente de FVIII (Unicalibrator.
FVIIIL: 10° UI/dL, Diagnostica Stago S.A.S. France),
simulando al plasma de un paciente en tratamien-
to combinado con emicizumab y concentrado de
FVIII. M1 a M5 son mezclas con concentraciones
crecientes de emicizumab y decrecientes de FVIII,
M3; M6 y M7 tuvieron igual concentraciéon de emi-
cizumab de 50 pg/ml con concentraciones crecien-
tes de FVIII (Tabla 2). A todas las mezclas se les
realizé la medicion de la concentracidon plasmatica
de emicizumab y se les determind el porcentaje de
actividad de FVIII por método cromogénico. Estas
mismas determinaciones se realizaron en 7 muestras
de descarte de un paciente con HAS con inhibidor
anti-FVIII (1,3 UB/ml) que en diferentes situaciones
clinicas recibié tratamiento combinado de emicizu-
mab con concentrado de FVIII plasmatico (FVIIIp)
y rFVIIa.

Interferencias de emicizumab en TTPa, FVIlIcoag y
FVlIIcro: se utilizaron las mezclas obtenidas in vitro
del ensayo de linealidad (8 de los 11 niveles, en un
rango de 5 - 99 pg/mL de emicizumab) y 45 mues-
tras de descarte de 15 pacientes en profilaxis con
emicizumab (0.5 a 12.4 afos de edad, 11 pacientes
con HAS con inhibidor anti-FVIII y 4 pacientes con
HAS sin inhibidor). Todas las muestras fueron ob-
tenidas y almacenadas segun las recomendaciones
internacionales. El TTPa y el FVIlIcoag se reali-
zaron dentro de las 4 horas de la obtencion de la

Tabla 1. Ensayo de linealidad. Mezclas in vitro de Calibrador “in-house”(CALEMI) y plasma deficiente en
FVIII (pdFVIID).

Valor Asignado pg/ml CALEMI (ul) pdFVIII (ul)
150 500 0
99 330 170
75 250 250
51 170 330
39 130 370
30 100 400
21 70 430
9 30 470
5 15 485
3 10 490
0 0 500
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Tabla 2. Ensayo de interferencia. Mezclas in vitro de emicizumab y Unicalibrator

Mezclas Volumen (pul) de | Emicizumab Valor Volumen (pl) de FVIII Valor
Emicizumab de 100 | asignado (ug/ml) Unicalibrator de asignado (UI/dL)
pg/ml 109 Ul/dL
M1 0 0 500 109
M2 125 25 375 82
M3 250 50 250 55
M4 375 75 125 27
M5 500 100 0 0
M6 200 50 200 pl de Unicalibrator 27
al % (55 UI/dL)
M7 10 pl de Emicizumab 50 290 105
1500 pg/ml

muestra, mientras que Epc y el FVIIIcro se analiza-
ron en muestras alicuotadas y almacenadas a -80°C.
Ademas, se calculd la razén entre FVIIIcoag y Epc
(FVIIIcoag/Epc) y la correlacion entre ambos.
Aspectos éticos: Para la validacion del método los
estudios fueron realizados con mezclas in vitro de
materiales comerciales y muestras de descarte de
pacientes pediatricos con HA. Los padres, madres
y/o tutores firmaron un consentimiento informado,
aceptando el uso de muestras de descarte para fines
de investigacion.

Andlisis estadistico de los datos: Se utiliz6 el progra-
ma estadistico EP evaluator en la version 10.0 y el
programa Excel version 2016.

Resultados

Curva de Calibracion: Los resultados medidos en
segundos por duplicado en cada curva fueron in-
terpolados con sus respectivos niveles de concen-
tracion asignados. Para obtener la ecuacién de la
curva de calibracién se enfrento log de los segundos
en funcion del log de la concentracién. Se obtuvo
una ecuacion polinomial de segundo orden expre-
sada como: Log(c) = - (a*Log(t)2) + (b*Log(t)) - ¢
(Figura 1).

Se realizaron 8 curvas de calibracién a lo largo del
protocolo de validacién, donde cada curva fue reali-
zada con CALEMI preparado en el momento. En la
Tabla 3 se muestran los valores promedios y el des-
vio estandar (DE) en segundos y el coeficiente de va-
riacién porcentual (CV%) entre las distintas curvas
de calibracion.
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Imprecision: Se obtuvo una Repetibilidad de 4.8%
para el nivel 1y 3.1% para el nivel 2. La imprecision
Intra-Laboratorio para el nivel 1 fue de 5.7% y 4.1%
para el nivel 2. Actualmente, no se disponen de re-
querimientos de calidad en términos de imprecision
aceptable, por tal motivo, hemos comparado nues-
tros resultados con los reportados por Shinohara Sy
col”, encontrando valores similares a los publicados
(Tabla 4).

Bias: El bias obtenido del método de FVIII coagulo-
métrico de una etapa modificado fue de 8%. Este va-
lor fue estimado a través del promedio del bias (%)
de 7 encuestas de un programa de evaluacion exter-
na de calidad (UK NEQAS Blood Coagulation, She-
flield UK). La encuesta 23.02 fue desestimada en el
céalculo ya que el nivel de emicizumab era menor al
limite de cuantificacion. El coeficiente de variacion
porcentual inter-laboratorio promedio (CV%IL) de
las encuestas evaluadas fue de 14.4% (Tabla5). Todos
los laboratorios participantes informaron el valor de
Epc medido con el método de FVIII coagulométrico
de una etapa modificado.

Linealidad: Se obtuvo un rango lineal de 5 a 150 ug/
ml de emicizumab, con una correlacion entre el va-
lor asignado y el valor medido promedio de 0,9989.
La pendiente de la recta fue de 0,9988 y la ordenada
al origen de 0,9720 (Figura 2).

Limite de cuantificaciéon: El promedio de las 15 de-
terminaciones del plasma deficiente en FVIII co-
mercial fue de 1,6 pg/ml, con un DE de 0,5 ug/ml,
por lo tanto, el limite de cuantificacién obtenido fue
de 5 pg/ml de emicizumab.

HEMATOLOGIA « Volumen 27 N° 3: 16-26, 2023
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Interferencias: En las mezclas in vitro se encontrd
una interferencia positiva en la cuantificacién plas-
matica de emicizumab cuando hay presencia de
FVIII (Tabla 6, Figura 3). También en las muestras
del paciente en tratamiento combinado, la presencia
del FVIIIp interfirié positivamente en la determi-
nacién de Epc, mientras que el rFVIIa no interfiri6
(Tabla 7).

Cuando se analizaron las 8 mezclas obtenidas in vi-
tro del ensayo de linealidad, se encontraron los si-
guientes resultados: a) en el rango de concentracién
de emicizumab analizado los valores de TTPa siem-
pre estuvieron por debajo del limite inferior del in-
tervalo de referencia, b) la determinacién FVIIIcoag
fue falsamente afectada por la presencia de emici-
zumab, mostrando una fuerte correlacién con Epc
(coeficiente de correlacién, r: 0.989), ¢) una razén
promedio FVIIIcoag/Epc de 7 (rango: 6-8), d) el
método cromogénico con componentes de origen
bovino no se vio interferido por emicizumab (Tabla
8 y Figura 4).

En las muestras de pacientes en régimen de profi-
laxis con emicizumab se obtuvo un rango de Epc
medido de 25 a 88 pg/ml, donde los valores de TTPa
también estuvieron por debajo del limite inferior del
intervalo de referencia. La determinacion FVIIIcoag
fue falsamente afectada por la presencia de emici-
zumab, mostrando un coeficiente de correlacién (r)
con Epc de 0.8109 y una razén promedio FVIIIcoag/
Epc de 8 (rango: 5-12). En estas muestras, la presen-
cia de emicizumab no interfirié en la mediciéon del
FVIII cuando se utilizé el método cromogénico con
componentes de origen bovino. (Tabla 9 y Figura 5).

Discusion

El emicizumab es una alternativa terapéutica en pa-
cientes con HA y su cuantificaciéon plasmatica po-
dria ser de utilidad para alcanzar un tratamiento
personalizado y costo-efectivo®.

Este es el primer estudio que describe la valida-
cidn de un método “in house” para la cuantificacién
plasmatica de emicizumab utilizando calibradores
y controles preparados en el laboratorio. El método
modFVIlIcoag, validado en este sistema reactivo/ins-
trumento, sigue un modelo lineal en un rango amplio
de concentracién, con una imprecision comparable a
los resultados de la literatura. El Bias fue aceptable,
menor al CV% interlaboratorio promedio de las
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encuestas del programa UK NEQAS mostrando un
desempefio comparable al resto de los laboratorios
que utilizaron calibradores y controles comerciales (r*
Diagnostics, South Bend, Indiana, United States)”.

La performance analitica de modFVIIIcoag, en este
sistema reactivo/instrumento, es similar a la re-
portada por Donners A y col® en la validacién del
método de Cromatografia liquida/Espectrometria
de masa (LC-MS/MS), con la ventaja de que mo-
dFVIlIcoag es un método de facil implementacién
en los laboratorios y no requiere de un tiempo de
24h para la preparacion de la muestra. A diferencia
de LC-MS/MS, modFVIlIcoag tiene la limitacion de
la interferencia por el FVIII que pudiera estar pre-
sente en la muestra de los pacientes con tratamien-
to combinado. Publicaciones recientes proponen la
inactivacién térmica del FVIII de las muestras (56 °C
durante 40 minutos) 6 la neutralizacion de la activi-
dad del FVIII utilizando inhibidores"?.

En las muestras del paciente con HAS, en tratamien-
to combinado con emicizumab y rFVIIa, se demos-
tro que el agente “bypasseante” no interfiere en el en-
sayo modFVIIIcoag automatizado “in-house” para
la cuantificacién plasmatica de emicizumab.

En la evaluacion de la interferencia por emicizumab
en otras determinaciones de hemostasia, observa-
mos, que el TTPa en este sistema reactivo/instrumen-
to se acortd por debajo del limite inferior del intervalo
de referencia, debido a que el emicizumab interactda
con FIXa y FX humano y no requiere de una activa-
cién previa. Del mismo modo se gener6 un falso au-
mento de los niveles medidos de FVIIIcoag, mientras
que emicizumab no interfiri6 en el método FVIIlcro
ya que se utilizan componentes de origen bovino.

En las mezclas preparadas in vitro del ensayo de li-
nealidad, el factor estimado a partir de la relacion
FVIlIcoag/Epc fue en promedio de 7, con un rango
de 6 a 8. Sin embargo, en las muestras de pacientes en
profilaxis con emicizumab el factor promedio fue de
8, oscilando en un rango amplio de 5 a 12, por lo tan-
to, esta relaciéon FVIIIcoag/Epc no podria utilizarse
como un factor de conversion para estimar la concen-
tracion de emicizumab en las muestras de pacientes.
Concluimos que el ensayo modFVIIIcoag automati-
zado “in-house” permite la cuantificacion plasmatica
de emicizumab mediante un método sencillo, repro-
ducible, de bajo costo y de facil integracion en los
procesos de rutina.
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Figura 1. Curva de calibracién de modFVIIlcoag para la cuantificaciéon plasmatica de emicizumab

Tabla 3. Resultados de 8 Curvas de calibracion del método modFVIIIcoag para la cuantificacién
plasmatica de emicizumab (Epc).

Epc asignado (ug/ml) Promedio (seg) DE (seg) CV%
150 45,1 1,5 3,3
75 51,2 1,6 3,1
38 58,3 1,6 2,8
19 66,0 1,7 2,5
73,1 1,6 2,1
79,5 1,1 1,4

Tabla 4. Resultados de Imprecision: Repetibilidad (CV,) e Imprecision Intra-Laboratorio (CV ).
Comparacion con valores de la literatura

Nivel 1 Nivel 2 Literatura, Level 1 Literatura, Level 2
Epc CV CVv Epc CV CVv Epc CV CV Epc CV, | CV

R IL R IL R IL R IL

(ug/mD | ) | o) | g/mD | %) | o) |Gg/md| @) | %) | (gmb| %) | %)
26,0 4,8 5,7 74,0 3,1 4,1 26,2 4,7 4,7 75,0 2,6 3,3
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Tabla 5. Estimacién del Bias. Resultados de 8 encuestas de un control de calidad externo.

Encuesta 21:01 | Encuesta 22:01 | Encuesta 22:02 | Encuesta 22:03
Epc medido (ug/ml) 57,4 42,7 71,0 20,8
Bias (%) -3,45 5,20 0,28 -0,95
Mediana(IL) (pug/ml) 59,5 40,6 70,8 21,0
(rango) (50,4 - 68,0) (25,3 - 56,0) (58,3 -90,4) (16,8 — 24,1)
CV%(IL) 8,8 15,2 10,3 6,3
N laboratorios 30 31 31 33
Encuesta 22:04 | Encuesta 23:01 | Encuesta 23:02 | Encuesta 23:03
Epc medido (ug/ml) 16,8 64,1 1,1 55,1
Bias (%) 34,40 -0,08 X -12,00
Mediana(IL) (ug/ml) 12,5 64,4 0,2 62,6
(rango) (0,3 -20,8) (53,7 -77,8) (0,0 - <10,0) (41,0 -71,2)
CV%(IL) 39,8 9,6 151,8 11,0
N laboratorios 32 37 37 34

Figura 2. Resultados del ensayo de linealidad

Tabla 6. Resultados del ensayo de interferencia en mezclas in-vitro de emicizumab y Unicalibrator

Mezclas Emicizumab Emicizumab Valor FVIII FVIIicro
Valor tedrico (ug/ml) | medido (ug/ml) | Valor teérico (Ul/dl) | Valor medido (UI/dl)
1 0 25 109 113
2 25 48 82 90
3 50 66 55 53
4 75 83 27 30
5 100 98 0 <1
6 50 57 27 28
7 50 77 105 106
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Figura 3. Resultados del ensayo de interferencia del FVIII en Epc. La linea punteada de color celeste repre-
senta el valor esperable de Epc en las mezclas. La linea de color violeta grafica la concentracion plasmatica
de emicizumab medida (Epc, pg/ml) en las mezclas con concentraciones decrecientes de FVIII y concen-

traciones crecientes de emicizumab.

Tabla 7. Resultados de un paciente en tratamiento combinado de emicizumab con concentrado de FVIII
plasmatico (FVIIIp) y Factor VII recombinante activado (rFVIIa). Epc: cuantificaciéon plasmatica de emici-
zumab. FVIIIcro: FVIII por método cromogénico con componentes de origen bovino.

Muestras/Tratamiento Epc (ug/ml) FVIlIcro (UI/dl)
1/ Profilaxis con Emicizumab 61 <1

(Fase mantenimiento)

2/ Emicizumab + FVIII 100U/kg, 82 92

1h post infusion

3/ Emicizumab + FVIII 100U/kg, 75 45

9h post infusion

4/ Emicizumab + FVIII 100U/kg, 63 12

12h post infusion

5/ Emicizumab + FVIII 100U/kg, 80 74

1.5h post infusion

6/ Emicizumab + FVIII 100U/kg, 60 9

0.5h post infusidon (Nivel de FVIII menor al esperado)
7/ Emicizumab + rFVIIa, 58 <1

0.5h post infusién

8/ Emicizumab + rFVIIa, 58 <1

0.2h post infusién
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Tabla 8. Interferencias de Emicizumab en otras determinaciones de hemostasia evaluadas en mezclas in vitro

TTPa Valor Promedio | FVIIIcoag (Ul/dl) FVIIIcoag/Epc FVIIIcro (UI/dl)
(34,0-42,0 seg) Epc (pg/ml)
24,0 100 650 7 <1
24,7 77 480 6 <1
25,4 52 360 7 <1
25,5 40 300 8 <1
26,2 31 230 7 <1
26,9 22 143 7 <1
29,8 10 77 8 <1
31,9 5 35 7 <1

Figura 4. Interferencias de emicizumab en otras determinaciones de hemostasia evaluadas en mezclas in vitro:
Tiempo de tromboplastina parcial activado (TTPa). Actividad de FVIII coagulométrico en una etapa (FVIIIcoag).

Tabla 9. Resultados de las muestras de pacientes en profilaxis con emicizumab

Muestras de pacientes en profilaxis con emicizumab
n=45 TTPa (seg) | Epc (ug/ml) | FVIIIcoag (Ul/dl) | FVIIIcoag/Epc | FVIIIcro (Ul/dl)
Promedio 29,0 49 392 8 <1
Min 24,0 25 187 5 <1
Max 34,0 88 660 12 <1

Epc: cuantificacion plasmatica de emicizumab
FVIIIcro: Actividad de FVIII por método cromogénico
FVIIIcoag: Actividad de FVIII por método coagulométrico en una etapa

HEMATOLOGIA « Volumen 27 N 3: 16-26, 2023
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Figura 5. Resultados de FVIII caogulométrico en una etapa (FVIIIcoag) vs la cuantificacion plasmatica de
emicizumab (Epc) en muestras de pacientes en profilaxis con emicizumab.
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