Cuantificacion plasmatica de emicizumab
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Resumen

El emicizumab (Hemlibra®, Roche) es un anticuer-
po monoclonal IgG4 bi-especifico, recombinante y
humanizado, con afinidad por el FIXa y el FX, mi-
metizando la funcién del FVIIIa. Su administraciéon
por via subcutanea es eficaz y segura en la preven-
cién de hemorragias en pacientes con hemofilia A
severa con o sin inhibidor. Si bien la administraciéon
de emicizumab ha sido aprobada con un régimen
basado en el peso corporal (1.5 mg/kg por semana,
3 mg/kg cada 2 semanas, 6 mg/kg una vez por mes),
la cuantificacién plasmatica de emicizumab puede
ser util en distintas circunstancias clinicas y de in-
vestigacion”. En Argentina el método ha sido vali-
dado utilizando calibradores y controles especificos
de emicizumab preparados “in-house”, debido a que
aun no estan disponibles comercialmente®.

96

Fundamento del ensayo

El efecto procoagulante de emicizumab y/o su con-
centracion plasmatica pueden ser evaluados me-
diante modificaciones del ensayo tradicional para
determinar la actividad del FVIII medido por el mé-
todo coagulométrico en una etapa, utilizando una
pre dilucién alta de la muestra, calibradores y con-
troles especificos de emicizumab®.

Caracteristicas pre-analiticas

La obtencion de la muestra debe cumplir con las re-
comendaciones internacionales para los estudios de
hemostasia: debe ser extraida en tubos de citrato de
sodio 3.2% y con agujas de calibre preferentemente
21G. La aplicacion del lazo no debe ser mayor a un
minuto. Se debe respetar el enrase del tubo utiliza-
do para mantener la relacion anticoagulante/sangre
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recomendada (1+9), que deberd ajustarse cuando el
hematocrito del paciente sea mayor a 55%. Realizar
una doble centrifugacién a 3500 rpm durante 10 min
para obtener un plasma pobre en plaquetas (<10000
plg/mm?®) y procesar la muestra del paciente dentro
de las 4 horas. Puede alicuotarse y ser almacenada,
preferentemente a -70°C. Debe descongelarse 5 min
a 37°C para su procesamiento.

Caracteristicas analiticas

El método utilizado para medir la concentracion
plasmatica de emicizumab se basa en un ensayo coa-
gulomeétrico de FVIII en una etapa modificado (mo-
dOSA) utilizando una alta pre dilucién de la mues-
tra del paciente (1:80), con calibradores y controles
especificos de emicizumab preparados “in-house”.
Realizamos la validacion de modOSA en un coa-
guléometro mecanico STA-Compact Max2 (Diag-
nostica Stago S.A.S) con los reactivos y materiales
detallados a continuacion®. En caso de realizar mo-
dificaciones o utilizar otros sistemas reactivos/ins-
trumento debera ser nuevamente validado.

Reactivos y materiales

« Kit STA®-C.K. Prest®, Diagnostica Stago S.A.S:

« Reactivo 1: liofilizado de cefalina (sustituto de
plaquetas), preparado a partir de tejido de ce-
rebro de conejo.

« Reactivo 2: suspension tamponada de caolin (5
mg/ml) presentado en vial de 5 ml. Se debe re-
constituir el reactivo acorde a las especificacio-
nes del fabricante.

o - Plasma deficiente en FVIII: STA®-ImmunoDef
VIII, Diagnostica Stago S.A.S. Reactivo liofilizado,
se reconstituye de acuerdo a las especificaciones
del fabricante.

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

o STA*-Buffer de Owren-Koller, Diagnostica Stago
S.A.S. Listo para usar.

o Calibrador “in-house” CALEMI: adicionar emi-
cizumab de 150 mg/ml a un plasma deficiente en
FVIII en una dilucién final 1/1000. No congelar.

« Controles “in-house™ nivel 1=25 pg/mL de emici-
zumab (dilucién 1/6 de CALEMI en plasma defi-
ciente en FVIII), nivel 2=75 pg/mL de emicizumab
(dilucion 1/2 de CALEMI en plasma deficiente en
FVIII). No congelar.

La muestra del paciente debe ser procesada por
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duplicado y con una pre dilucién 1:80 en buffer de
Owren-Koller. Se debe programar la metddica en el
STA-Compact Max2 para que el equipo realice la pre
dilucién requerida automaticamente.

Curva de calibracion: abarca el rango de concentra-
cion de 5 a 150 pg/mL de emicizumab. Se configura
la metddica para que el coagulometro realice los si-
guientes puntos de la curva: 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16,
1:32. El primer punto de la curva (1:1) se debe pre-
parar pre diluyendo el CALEMI 1:80 con buffer de
Owren-Koller de manera manual fuera del equipo.
Cada punto de la curva de calibracién se procesa por
duplicado.

El método validado en este sistema instrumento/re-
activo es lineal en un rango de concentracion de 5 a
150 pg/mL de emicizumab, con un limite de detec-
cién (LoD) de: 3 pg/ml, y un limite de cuantificacion
(LoQ) de: 5 pug/ml de emicizumab. La imprecision
intra-laboratorio del método es de 5.7% en el nivel
de 25 pg/mL y de 4.1% en el nivel de 75 ug/mL de
emicizumab. El bias promedio fue de 4% estimado
a partir de un programa de evaluacién externa de
calidad (UK NEQAS, United kingdom National Ex-
ternal Quality Assessment Scheme).

Limitaciones e interferencias

La presencia de FVIII proveniente del tratamiento
con concentrados de FVIII concomitante con emi-
cizumab, interfiere con la cuantificaciéon plasmatica
de emicizumab.

Los agentes bypasseantes, como FVII recombinante
activado o concentrado de complejo protrombinico
activado, no interfieren con modOSA.

Calidad analitica

En cada corrida analitica se deben preparar los ca-
libradores y controles “in-house” y realizar la curva
de calibracion.

Se deben procesar los niveles 1 y 2 del control de
calidad interno y participar de un programa de eva-
luacién externa de la calidad, como por ejemplo UK
NEQAS o ECAT Foundation.

Rango terapéutico

Segun lo reportado en los ensayos clinicos HAVEN,
el rango terapéutico es de aproximadamente entre 30
a 70 pg/mL de emicizumab. Actualmente estd en re-
vision el nivel minimo de concentracién plasmatica
de emicizumab con el que se lograria un tratamiento
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eficaz y seguro®.

Utilidad clinica

La medicidon de la concentracidn plasmética de emi-
cizumab por modOSA es util para valorar la adhe-
rencia al tratamiento, cambios de conducta clinica,
ante la sospecha de la presencia de anticuerpos an-
tidrogas contra emicizumab, con fines de investiga-
cioén y para personalizar el régimen de dosificacion.
Recientemente una revision sistematica demostro
una relacion lineal dosis-concentracién y una va-
riabilidad interindividual moderada en la concen-
tracion de emicizumab medida. En esta revision las
hemorragias no mejoraron por encima de las con-
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centraciones de emicizumab de 25-30 ug/mL, lo que
podria permitir una dosificacién mas baja en una
proporcién sustancial de pacientes con hemofilia
A. Estos autores proponen el tratamiento basado en
una adecuacion de la dosis por peso corporal ajusta-
do con la cuantificacion plasmatica de emicizumab,
permitiendo una dosificacion mas costo-efectiva®®.

Conclusion

La medicién de la concentracion plasmatica de emi-
cizumab por el método modOSA, es simple, repro-
ducible y de bajo costo, que podria ser requerida en
determinadas circunstancias clinicas y de investiga-
cion®.
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