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PREFALCIOC

He:l nte 51 presents e tudlo,bzbllogréfxco se. pxetendef-‘v'

tos hcmﬁfi

drén hijés c rerén portaduras de la enferﬂedad, las cuale

a su-vezis tendrén una nropo'cxén da deqcend81-1 masculzna -
con la mismn dolcncza. fste umen»o, obvxanpn e, nu “sers ‘apa-
rente hacta la écgqnda“génarac16n:(axggs:R.en;RLz;aﬁ Etﬁf!iff,
1980). e S i






INTRODUCCION

Durante el deserrollo de este trabajo,el cual tiene como -
principal objetive el presentar 12 diferentes técnicas ( 4 --
pera crioprecipitados y 8 para concentrados ) para la obten--
cién del factor entihemofilico humano ( actividad coagulante)
se trataxfn los temas de una manera concretas y dirscta.fn el
casv que sesa necssario profundizar en algln punto en particu-
lar se tomazfn en cuesnta las raferencias anotadas por los au-
tores y se obtendrf da su anflisis notas,tablas o gr&ficas --
qus expliquen lo que se requiers.

En el Cepitulo Primsro,se hablar$ sobre la Historia de la
Hemofilie asi como los espectos Genéticos de la misma. Conti-
nuando con el Proceso de Coagulacién Sanguinea, sl Papel del-
Factor VII1 en la Coagulacién, Sinfnimos pars el Factor Anti-
hemofilico, Altersciones CongBnitas de la Coagulacién y sy --
Diagn@stico en el Leboratorio, y pera finalizar elgunos aspsg
tos Bioquimicos del Factor VIII.

En el Segundo Cepftulo, se presenta primeraments una pequs
Ma resafa hist8rica de las técnicas de obtancifn de prepara--
cionss usadas para sl tratamiento de la Hemofilia A, Y seguie
damente, les Tlcnices ds Obtencidn de crioprecipitedos y con=-
centrados de factor VIII, describiendo el Objetivo de cade -~
uns, la Metodologis seguida, los Reactivos y Materiales, los-
Resultedos y suas Conclusionas. Cade técnica incluir$ 1o antes
mencionado de una manara organizades y separada de las otras,=
de esta manera cada une serf tratada independientsmente de <=
1as demfs, permitiendo as{ su répida y f8cil consulte, respe=~
tando en todo momento la originalidad de cada técnicas.

En la Discusibn General, se presentan de uns manera resumi
da los Objstivos de cada técnics, los pessos principales para-
la obtencifn Jdel producte o los cambios més importantes llevy
dos g cebo sobre las técnicas estandares, las Hesultados mése

realavantes se prussntan en el Cuadro No. I poniendo mayor ee=



g
énfasis en las etapas clamne o: cumentarlos. Continuando con: -

is metodulogia:sequzda para la Elecc;én de la Técnzca'més a-,

 ff'£hsA5E ( EXCLRPTA mroxc
o CASEAHCH (CHEHICAL ABSTRACTS

Adem&s de la znformaczdn prk
HYLAND de los Laboratorios TRAVEND
Soré en alr primero ( 1980 - 1982 )

poz. la vais;én’-'
; el tzempo que ln
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da . desde laos tlempus mgs renotos, En los: sntlguos escr;tos ~

hebreas ya se descr;ae la hemcfllla camo un‘estado pétolﬁg;cn{

Del mxanu ncao, las antlguaa lejes

bian que una ﬂuger tuv1era més Hljc

una srpresentact dn en cascada.

3Tr0s autores antnrlo:mante (Leavell 3 S

mente adoptads por Davxs v Ratnaff en 195
Camo se muestra en: la Fxgura Ha, I, el sxstema da uoagula
=i4n. sanguineo nuede:ger vx;uall ada’ como una cascada da\r ac-*
nes nistintas en las cualeq una prateina precursora ‘s

versida aeg sy .a;ma LnectAva en CLLculac16n a. sy forma. actxv

:tauxc;oﬂalnenue ‘al slshena de caagulacxdn ha sidg dxv;dzdc en‘
¢os caminos el Cam1nu 1ntr1nsecc, el cual 1nvolucra compunen-
tas nnrmalﬂcnte pr=sentes en la ci rculac;én Y el camxnu axtrlnf

gECa, el cusl 1nvolucra un Factcr tlrular en adxc;én ‘a: lus ccm'

re’rualxmentac;én o. el ca o de 1a acc n del\?ector XIIa ao--
wre el Vil, y el factot VII (Vlla) sobre el- IX, los factores -:

cruzsgdos por 11nea= paracen unxr los camznos intrinseco y Exmm

trinsg aco.,Las rsacc;unes de retrualimentacmﬁn ptovncan la e:e—7 
leracifn de los praces os da coagulacxén como un tasultado da -
la activacidn ge las dos protainaa cafactores. V- y JIII (en 29

te caso par la t:omblna) o VII y 1% por Xa y Vllio yiia raspec o
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tivamente. Los procefos de actzvaczén cicl;cov‘al pr1n51p10 -

dPsconocxdas.

b) Usterud y Rapeport

mentesd

cada, e;5fgétq _
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na puede actxvar el factor VIII. no se sabe 51 ésta as el Gni

co, o el més xmpnrtante actzva'ar ‘Por anelogla con el compla-

FACTGRYARTIHELQFIGICE

Factor Ant;he
1978; WLntrob
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- Tromboplastinfigeno (Wintrooe M,M, y cola.. 1974).
- F. VIII (Brxnkhaus k He l°82).

‘ ,Ff- LS ALTERAGIGNE ES_CONGERITAS DE La ccm,umcm
. LEL DIAGHUSTICO DE LABDRATGAIO. -

1, Historiatiy anmcn Fis;r
La forma ‘de pr sentac;én m85 comn es la.dei

histori: u7F m1l-ar de dzétasis

sadai:__l

neo, -en

ria nersonal y,>
25 Z.8 1980)0

2, -afn6=t1co ‘de Labaratc*

La conducta clinica ﬁpt re‘anfaJdﬁ‘QECiédte:dbh una altera="
cién de la coagulac*én de il po -cangénito ex1ge cer*hxr el uipn}
de awonalia, 1 valo:ac;ﬁn de la iﬁfénslé;d ce‘ﬁsta y ié aus-f
queca dé'p051bles lnhlbzcores de la cosgulzcidn, Hés del 955 <
ce &stos pacientes tzanen una- -alteracién del factor VIIL (hesg
filia A o enfermedad de Von Jxllbrand), ‘o del rectcr {X: (hemo-
Flea S) Laa

czén snn raras;

los dsmés factoreu de la gba,ula'

defxc;enc;as ]

ya sea espawténca o poster;nr a *raumatzemos, pue

hemorrégzca{

de sugerl:nos el czarndst co.,pero el reconocznxenta ‘g8 una.dg

ficiencia’ slempre renuicere. la’ prﬁctxcﬁ de zﬁcnxua; ‘de-laboratg

rio de cnracter aneral, prinero,' . uago dP determxnaczunes-—
m&s concretas por. mp*cdas de coaqulaciénfj ansayos znmunoldrx-

rueba*dnlca que szrva,aa-

cos \Laue G y Forbes C.. en Ri.zavC R

sgrac;adamen*a, ‘no exxste una

icentificar LDdOS los posmales trasta'nos de la coagulaczﬁn. -
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£5 necesario confeccionar un grupo de ceterminaciones que pug
dan demostrar la normalidaed de las difeténtes'pertes del sis=-
tema de ls coagulacifin sanguinea ( Lowe G. ' Forbes C. en Rig
za C.R., 1980), Para teles propbsitos se puade consulta: el --

cuadro presentado por Leavell 3,S. y Thnlup 'n su lzbro-'

titulado "Hematologfa Clinice™ en el dspitu

Teoria y Aplicaciones Clinicas",
G, BICQUIMJICA
1. §intesis del Factor V[I}]

El lugar ce sintecis cel factor VIIl contindarsinnqagepfié,
actualidad un enigma, pase & las numerosas investigabiones que
se han realisado tratando de aclarar su sitio exacto de produg
cifn, Los resultados ohbtenidos de los diversos estudios han --
llevade a pensar cue dicho factor es producide por algin teji-
do que est$§ diseminado en todo el organismo,y =n gste sentido-
se ha implicado al.sistemes reticulo encotelial (SRE), &l teji-
do linfoide y 8l endotalio vascular (Rocha t. y cols., 157€j==
Hershgold E.Jd., 19743 Bloom A.L., 2n Rizza C.R., 1930).

2. Gomposjicifin Juimics -

Existen vatos suficientes para assgurar gque el factor vIiI-
es un compuesto proteico, concretamente una clucoproteina, coe
ma lo demueatra el hecho de su precipitacién con concanavalina
que es un acente precipitante de las mismas (Rocha E. y cols.,
1978},

€l primer an$lisis quimico realizado es el de Hershgold y =
cols., que cdescriben & la globulina antihemof{lics como un com
puesto proteico congun contenico aproximado de un T7S5% de. aming
‘fcidos, 11l de cearbohidrates y 113 de lipides; de los cualevr--
aproxinmadamente la mitad san fosfollpxdos y el resto lioxdos--

neutros (Rocha €. y cols., 1978) ..
3 Estruc‘urg
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ba la actividad coagulente, y aotra de alto peso molecular, e=
que era portadoras de las actividades del anfigano relacionade
al factor VIII (VIIIAHG) y del factor de Von Willebrand -ess-
(V!IIVwF). Por otro leco, Thomas K,B, y cols, en 1983, encon-
traron que el factor VIIIl consiste de sl mengs does distintas-
maléculas, factor VII] con actividad coagulente y factor de -
Von Willerbrand. Le fraccibn de slto pesoc molecular ha sido =
denominada protefna trensportadora, componente pesaco 0 Sube=
unidad HNW, mientrss que la freeccifn de bajo peso molecular =
se conace ton los nombres e fragmento pequedo active, compo=--
nente de bajo peso molecular o subunicad LM,

Las actividades que se:.consideran relacionedac con'cl'éuﬁ;‘/
plejo molecular del factor VIII s=on, (Raoche E. ¥ :ols..,l978;'f
Gormen JJ, 1978} Austen D.,E.G., en Rizza C.R., 1980).

l.- Actividad procosgulante del Fattor VIII (VIIIic)

“mostratle por pruebas hiolfigices do :oagulac;ﬁn J:de -K“f

nautrelizacidn de anticuerpos hom8lagos y con capac;--'

dad pera corregir las anormalidaces de caaruleciﬂn cel

plasma hemofilico.

2.--nnt£geno relacionado al factor V11l (VIII evxden-

Asr"
ciahle por pruebas de precipitscifin caon ant;currans he‘
terSlogos de coneja, R

J.= Actividad de Ven Willehrand (VXIXVHF)

rregir los aefectos ce funcidn placuetar orecentes en-

, encargada de =g

la snfermedad ce Von Willebrand.

Hgy grandes controversias acerca ce las relaciones cuc gu-
ardesn estas tres ontidades entre si. Algunos autares conside=
ran que son tres aspectos funciocnales de una misma mol8cula,=
mientras otras creen gque se trata de tres malbiculas distintas

(Austen D.Z.U., en Rizza C.R., 1950) y para los restentes: 59-

tta.erla de un: ccmplejo mnlecular (Rocha Eovy cols..Al978}

s na s;emnre sa p:ed

*stav sus:anclas relacxunan

'mofilico= carcc i

artzva coagulante, perokdiscone de los ntros dos. Ademés. la=-
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sangre de algunas variedades de la enfermegad de Von Willee-e
brand tiene un exceso de sntigenc sobre les cantidad de sctivi
dad coagulante (Austen D.€,G,, en Rizza C.R., 1980).

Ha sido posible abtener anticuerpos frente a preparados de
factor VIII mediante su inyeccifin a animales, y los enticuer~
pos que produce el conejo ya han sido investigados en detalle.
En el conejo, el enticuerpo contra la sctividacd coagulante del
facter VIII se desarrolla de forme independiente del anticuer-
po contra el antfgenc asociado sl factor VIIl. El snticuerpo-
contra la actividad comgulante no precipits el sntigenc =n u-
na inmunoelectroforesis, ni afecta la agrecacidn de la ristoe
cetina, y tampaco se observd que el antfcenc ssocisco al face
tor VIII bloqueara la accién del anticuerpo sobre la actiview
dad coagulente (Austen D.£,G., en Rizza C.R., 1380).

Los dos componentes del complejo, AHF y VWF estson unicos --
por enlaces no covalentas {Poon M,C. y Ratnoff 0.0., i979) -
dentro de un oroen de macromoléculss de cdiferentes pesos molg
culares, vsriando ce sproximadaments 120,000 e varios milloe=
nes.L.a subunidad de AHF (VIII:{) parece tesner un peso molecue
lar de aproximadamente 200,000 y puece ser reversiblementgwe
disociada de la mecrumulécule por ajuste de la fuarza ibnica-
con CaC12 {el celcio =n su concentracidn normel en plasma pue
de prevenir la ressociacifn, Stauridis J,C., 1975) o LB(l o=
{Brinkhous K,M,, 19823 Switzer f.E., 1979). L& dosocisci8n o=
curre con slta fuerze ifnice, la reasaocisciln ocurre a baja -
fuerza ifnica, £1 factor cde Von Willebrand psrece ser el ma--
yor constituyente del complejo. Lea figura ilustra la disocia-
ti8n del complejo nativao (Brinkhous K.M,, 1932}.

(AHFIn (wWF)n' T nadF {vwF)n?

P.iie 185,000 Multimeros nue sire
{picze oequefa) ven como portadorfe-
del AHF
{piesza grande)
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No hay acuerdo general sobre el tama”o de ls moléculs de -
factor VII1 nativa. El factor humano purificado a una activie
dad especifice de 350,000 veces mayor que su ectividad en el-
plasma, migr8 como una banda simple de P,M., 100,000 en duocce-
cil sulfato de sodio al 6% sabre gel de poliacrilamica, E1 pe
8o molecular de la protefna sin reducir y sin desnaturalizare
es de aproximadamente 230,000 (dos cadenas polipept{dicas de-
100,000). E1 factor VIII purificado aproximadamente 164,000 -
veces por un procedimiento diferente, contenfa polipéptidos-
mayores de 79,000 y 80,000 de peso molecular, mfs 6 adiciohaw
les bandas de alto peso molecular. Otro procedimiento, ha ene
contrado que el factnt VII] consiste en una banda predominen-
te de P H. 365 OUD Cuando el factor VIII parcialmente purifi

cado fue separadu ce la protefna de Von Willebrand, usando di

soluc;anps
Pote - de: ‘
nas pal;peptldlcas es el resultado de degradacifn parcial de-

alcio, el factor sin desnaturalizer tiene un -

!0 e@g sabido si esta multiplicidad de cade--

un szmple pol;péptxdu de alto peso molecular o si el factor=--
- VlII"actUELmente,cnnsxate en m&s de un tipo de polipéptidos,~
cada'un;:de las proteinas han mostraco poseer varias ce las -
conocidas'prupiedades dal factor VIII. Asf, sin embarygo si al
gunas de estas protefnas han sufrico parciesl decradacifin due=
rante la purificacifn, al menos algunas de sus polipéptidos<=
constituyentes retienen alcunas ce las funciones de la molécy
ls sin degradar {(Chavin S.I1., 1984).

Grupaos sulfidril y enlaces disulfuro en el factor VIIIg -~
Los agentes los cuales reaccionan con grupos sulfidril libres
{ejems iocoacetato o &cido sulfénico p-cloromercuri-bencena)=
'tienen:pequeﬁo o ningln efecto sobre la activicad del factor-
VI1i, esto suyiere que laos grupos sulfidril libres no son re=
queridua‘para la actividad del factor VIII. La reduccién de--
alguhoé.eﬁlaces disulfuro con baja concentracidn de ditiotrei
tol, seguida por alouilacifn, tampoco afecté la actividad del

factor VIII. Cuando altas concentraciones de agentes recucto-
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res fueron usadas’l;3. 2.5y 3.9 mM seguidas por alquilacién,-
los niveles de factor VIII fueron reducidos por 14%, 40% y --
73% reepectivamente, y el peso moleculer del factor VIII sc-
tivo fue disminuido, Estos resultados sugieren la presencia =
de enlaces disulfuro con diferente susceptibilidad a la redug
cién, y la contribucién de estos enlaces a la estructura y =-
funcifn del factor VIII ( Chevim S.I1., 1984),
4, gstabilicad del Factor V111

Es importante tener presente & la hora del estudio del fac

tor VII! la inestabilidad de su molécula, tanto en olasma co=

mo cn preparaciones purificacdas., £E1 grado de estsbilidad de -
la molécula dspender$§ =n gran medida de la temperatura de ale
macenamiento.'dal gra“n'de purificecifn, de las concentracio;
nes de sal dal pH YT del tipo de anticoagulante, En el caso -
del plasma,fresco, ei factor VIII parece conservar una mnyor-
estabxlzdad

lando.dergpa ma

c;t:atado. a pH entre 6.1 y 6 5 -y

pxdu. Se puede disminuir, en c1
dida,’su i p:esenc1a de dextrosa, glzca C
(ﬂocha/E.;y

na, cisteina

‘978). 8cido epsilon amznocap:n

latin ., cloruro magnésxco, cloruru

sxa, cloruro c!lc;co, fructuse. 56100 ascbrbxco y
ten D. 4G en Rizza’ c Ru, 1980). g
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METODOS DE OBTENCION DEL
FACTOR VII]

Los materiales terap8uticos que se han utilizado paras aportar los we=
factores de coagulacifn a los hemofilicos fueron,en primer lugar,la e=-
sangre total y el plasma y posteriormente,las fracciones plasmiticas --
que contienen al factor VIII en alta concentracifn y con sscasa cantie-
dad de proteinas contaminantes.Desade los trabajos de Were ( 1947 ) se -
conoce que cuando el plasma congelado se deja descongelar lentamente -«
a baja temperatura,entre OOC Y BOC.permaneca sin disolver una pequefia -
cantidad de precipitado,ls cual contienc aproximadamente un 3 % de las
proteinas plasméticas ,formands parts fundamental de ellas el fibrinfee
geno.drinkhous ( 1954 ) sefals que estas crioglobulinas contenfan una -
cierta cantidad de factor VIII.Pool y Robinson (1959) comprucban que -
la cantidad de factor VIII presente en esta fraccifn,que denaminaron e=
crioprecipitado,era suficiente para permitic el tratamiento de la hamo-
filia,A.Pool y Shannon ( 1965 ) descubrieron el m&todo que permitfa ob-
toner gsta fraccidn semipurificada del factor VIII.La aparicifn del «--
crioprecipitado y mls tarde los concentrados,revolucionaron el trataee~
miento de la hemofilia A,al permitir tratar con éxito los accidentes «=
hemgrrigicos y la pr&ctica de cirugfs con un altc margen de seguridad =-
{ Marcués G.f. y cols.,1981 },

A continuacibn presento 4 técnicas para la obtencidn de crioprecipita
dos,los cuales estén marcados del A=l al A=4,8) primero de 1373 y el 4L
timo de 1983.De la misma manera, 8 técnicas para la obtencifn de concen=
trados de factor antihemofilico,marcados del B-l1 al B=8,el primero de -
1968 y el Gltimo con fecha do 1984,

Por lo que respecta a las t#cnicas,la bibliongraffa m&s antigua revisg
da es la de Cohn E.J. y cols,,1950.
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CRIOPRECIPITADOS: SU PREPARACION Y us0 CLINICO

1.~-INYRODUCCION y . e
A continuacifn se pregsenta un método de obtencxdn de cr;oprec1p1tadaa -

a partir de donaciones simples de sangre,los cuales se obtlenen con una -

buena recuperacién y pureza.Permitiendo de esta mene:a que el»proo cto =

sea efectivo clinicamente pars combatir la deficiencia” que settzene de e}l

factor VIII en la Hemofilia A,
2.-MATERTALES Y METODD

La donacién de sangre es recolectada en ACD 0. CPD

una abrazadera puesta“ entré tf.us"bulsas.cs si el paquete celular ‘es ‘con
siderado como un pruductn,las dos bolsas pueden sar selladas y senarauas
antes del proceso de cungalamxento 51 las bolsas permanecen Juntas.son -
puestas en un raf:zgeradur ad C para que se descongelen en frfo,lo gue =
requiesre de 18 a 24 horas,Cercano el fin del tiampo,preferen{emehfg cuan-
do peguefas cantidades de hielo aln permanecen,las bolsas son nuesfé§ en

la centrifuga para separar sl crioprecipitado.La bolsa de pla:na es enton

ces colgada en una posicifin invertida,la ab:azadera temporal =;" mav;da.

y el plasma sobrenadante ss répidamente regresado a la bnlsa primarza de

la cual fue tomada.Se sellan los tubos y se mantienen separadas lae bola=
sas de los crioprecipitados,las cuales.pueden ser aplanades (éstas coht1e
nnn aproximadamente 3 ml, de pasta) y almacenadas en un cnngelacur a -20

E o menos.S5i la bolsa primaria ha sido separada antes de la primera-eta-
pa de congelamiento,entonces el sobrenadante debe ser vaciadu'daniiu de =
la scgunda bolsa satélite;con esto se producen J productos finales,paaue-
te da cllulas rojas,crioprecipitado y plasma sobrenadante.fste ﬁléimo*prg
ducto pueda ser usada més tards para la terspia de otros factares de la -
coagulacibn y puedé sérrftacciqnado para ohtener el complejo de protrom--

hina,gamma globulinas vy albaminq.
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3.-RESULTADQS

El crioprecipitado contiene aproximadamente el 50 A del factor VIII el
cual estaba presente en el plasma fresco congelado.El sobrenadante contig
ne de 15 al 20 % de ls activided original,el perciento faltante aparente-
mente se desnaturaliza durante las etspas de congelamiento y descongelaew
mientu.El crioprecipitado tambifn contiene un tercio del fibrinfgeno plag
m&tico,presumiblemente aquella parte més insoluble en frio.El contenido -
de otras factores de coagulacién =s insignificante,hay tambi&n pequefias -
cantidades de albGimina y gamma globulinas,probablemente como un resultado
delplasma ocluxdo en el crxnpreczpztado.No hay evidencias de la presencxa
de 1saaglut1n;nas.

Usando técnicas estériles,de 10 a 20 ml. de solucifn salina estéril es
inyectada dentro de cada bolsa de crioprecipitada (125 més menos 59 U/bol
sa de Factor VIII ) después el criuprecipitado es descongelado en
de agua a 37°C.Est “goll

guientes ‘a su’pr
cifn bacteriar :

Este producto re

administrada beJo un: prograna de terap;a en casa.‘

.-DISCUSIDN ) . N i
Mediante los pasas seguxdoa en este método,se obtzene un produc»o con -
una recuperacifn de aproxzmadamente el 50 %,sl cual es’ aprapzado pa:a -uso

clinico.
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MEJORADD PROCEDIMIENTO DE OBYENCION DE FACTOR ANTIHEMOFILICO

Y FACTOR VON WILLEBRAND POR CRIOPRECIPITACION CON POLIETILEN
GLIcoL ‘
1.-INTRODUCCION

La crioprecipitaci8n ha sido yn método efective y préctico péra'él aig
lamientgypurificacién parcial de AHF y vWF,Estos factores han sido aisla
dos de unidades simples de plasma en los Hancos de Sangre,y el procedi-=-
miento ha sido usado para preparar concentrados comerciales de AHF a ===
gran escals (Prinkhous,K M,y cols.,1968,ii6todo B-1jNewman J,y cgls.,1971
Figura No,27),

Las factores que influyen en el zendimiento de los crioprecipitados de
plasma en los Bancos de Sangre han sido determinados en NUMErosos estue-
dios:Despufs de la recoleccifn de la sangre,los glébulos rojosrdébeﬁ ser
separacios y el plasma obtenido refrigerado dentro de las 6 horas siguiep
tes,la temperatura de centrifugacién y otras muchas variables (éptux.BD)
influyen también en el rendimiento final (Pool JG,1975).La sangre debe =
ser almacenada a 4°C durante el periocdo previo a su centrifugacién,el --
plasma obtenido ser§ también :efrige:édo a -TDOC.el plasma as{ obtenido
puede ser almacenado a - 20°C antes de ser descongelado entrxe 0 y s%c en
un refrigerador (por 1B - 24 horas) o en baMo de agua (por 40 « 45 nminue
tas),el crioprecipitade seri separado inmediatamente después del descons
gelamiento por centrifugacién por 8 minutos & 5000 X g & una temperatura
de 2(% y el crioprecipitado resultante puede ser almacenado a - 20‘% ———
hasta su uso ( Burka ER,y cols., 1975 ).
£l aislamianto del AHF a gran escala se considera ser mfs dificil,resul-
tando un miaximo de rendimiento del 3J0x, Los sutores presentan un método
con el que se agbtiene un mayor rendimiento de AHF y wWF durante la crio-
precipitacifin por adicifin dm PEG - 4000 al plasma inicial a una concene=
tracifn final de 1 % ( w/ v ).

2.-¢ATERJALES ¥ METODQ

Plasma fresco,congelado dentro de las 4 horas siguinntes a la recolec-
cifn de la sanqgre,fue descongelado ripidamente a 37°C y reunidogse adi--
cion® PEG & una concentracidn final de 1 % (w/v) y el pH se ajustd a 7.9
El plasma con PEG fue mezclado por 10 a 20 minutos para solubilizar el -

PEG,m]l plasma fue transferido a bolsas de la siguisnte manera :en ung e=
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bolse de 300 ml. se adicionaron 100 ml. del plasma,en una de 1000 ml, =

700 ml. del plasma y en otra de 2000 ml. = 1400 ml, de plsma.El plasma -
fue z§pidamente congelado en hielo seco - etanol y almacenado hasta sy =
uso a - 7U°C .Plasmas control de la misma muestra pool sin adicifn de e
PEG fueron congelados y crioprecipitados bajo condiciones idAnticas a ==
las muestras de plasma con PEG,

En experimentos pars determinar el efecto de le¢ temperatura sobre le -
crioprecipitabilidad,bolsas de plasma selladas de 100 ml, con y sin adi-
cién de PEG fueron puestos en bafos de agua frfa y etenol a diferentes -
temperaturas desde 2 a IDDC.Las mueatras fueron examinadas perifdicamena
te y fueron centrifugadas a 5000 rpm por 10 minutos,a la misma temperatuy
ra que el bafa,tan pronto como todo el hielo se habfa fundido;la tempera
tura de las muesﬁras fue usualmente mantenida entre 2 y 4OC.Los precipi=
tados fueron drenados y reconstituidos en un décimo de volumen del plas-
ma inicial en citrato 0,02 M,solucibn salina 0,12 M a pH 7.2 .

Cuando . grandes voldmenes de plasma fueron crioprecipitades (1000-5000

i,),el plasma de las bolsas fue molido,la mez2cla pastosa de hielo fue -
pdesté‘enruna tina de acero inoxidable abierts,mantenida en un cuarto ==
frfo 'y se ls soplé aire filtrado. .

En 60 expcrimentos ( Tabla No.l1 )} se observa que la adicifn de 1% de
PEG: aumentﬁ el _rendimiento de AHF aproximadamente al doble de otros mé--
todos a gxan volumen, y el método fue altamente reproducible no abstante
el 1nc:emento en tamafo de 50 veces del plasma inicial ( 100 - 5000 ml.
por 1pte).Esta ganancia no se afectf por cambios moderados en la temperg
turai(:Tabia No. 2 ) o pH { Tabla No. 3 ).

3.-RESULTADOS
Ls actividad especifica del AHF preparado por adicifn de PEG & una cop
centracifn final de 1 %» fue de 0.38 més menos 0,05 U/mg de protefna o =e

25 veceé purificade con respecio al plasma,los controles sin adicibn de

PEG qzcron 0.35 mAs menos 0,0E U/mg de protelna o 25 veces purificado.
-DlﬁCUthk ;

f£ste m8todo pa;ccc ser Gtil para el aiqlamiento"déiibanéehtrado de AHF a

nequeila como a gran escala.lLa presente tBenica de precipitaczbn caon PEG
pndria ser asprcinlmente usada para la preparacifn de runcentrados para
tratar pacientes con enfermedad de von Willabrand asi como - tamb;én la Hg
mofilia A", ' '
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Tabls Nao, 1.-Rendimiento de AKF preparado por crioprecipitacién,con y -

sin:1 % de PEG,de varias cantidades de plasma (descongela=
do e 4 y ajustedo el pH a 7.5 ).

VULUMEN DEL

PLASMA INI=- ‘% DE RENDIMIENTO DE AHF
. CIAL (m1,)
CON PEG SIN PEG
100 51 a
1000 58 Cmnnlmia e

5000 : ,,;,” : 78

Tablqiﬁglg qtﬁﬁfdéJla'temperaturu sobrs e1*;énd;mient6 &g'AHF de

1bitados preparadas con y'sidilyﬁidéfbiﬁ.

% DE RENDIMIENTO

TEIPEA
- CaN PG - SIN PEG
ag 36
- e SR 45 ) a2
8B 47 22
10 as 28
12 7 a7

Tabla No.3.=- Efectos de pH sobre sl % de AHF recuperado en crioprescipj
tedos de plaama caon y sin 1 % de PEG,

ph % PROMEDIO

CON PEG SIN PEG
6.0 22 13
6.5 46 0
7.0 62 50
1.5 73 0
8.0 70 ) 17

8.5 ' 46 . 3§
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PREPARACION DE UN MEJORADD CRJOPAECIPITADD CONCENTRADO DE FACTOR

_ vl
Ut _ESTUDJO CONTROLADO DE 3 VARJABLES QUE AFECTAN EL RENDIMIENTO

1. RESUMEN

£l efecto sobxe la recuperacién del crioprecipitadeo de factor VIII -

" de 3 importentes variables ha sido investigado.Un objetivo del estudio
fue eliminer,para el propbeito de comparaciones internas,sparentes efec
tas teles como aquellos debidos & variaciones en los niveles de factor
V1I]l en el plasma donado.

La eleccibn del anticoagulante mostré tener significancia particular,
el plasma recolectado en CPD da mayor rendimiento del crioprecipitado =
de factor VIII.

£l plasma muy fresco(el separado y congelado entre las dos horss sjie
guisntes a su recoleccién)da excelente recyperacién de factor VIII,pero
no fue detectada diferencia entre el crioprecipitado recuperado de plag
ma seperado y congelado entrs 4 y 18 horas despufs de la recoleccifn de
la sengre,

El descongelamiento répido del plasma también mostrd ser de utilidad,
almenos para la recuperacién del crioprecipitado a partir de plasma trp
tadoc con CPD.

2. INTRODUCCILN .

El crioprecipitado de factor VIII sigue siendo usedo en el trstamien
to de 1a hemofilie clésice y la crioprecipitacién es usualmente la pri-
mers etapa del procesc en la produccifin de un concentrado de €factor --=
antihemof{lico altemente purificaedo.

El conacimiento de las candicionss qus gabiernan el rendimientoc de
la sctivided del fsctor VIII,en sl crio,es incompleto.Una investigacidn
hacha por Guson y cols.,1979, Tebla No.4 y Figures No.1,2 y 2,mostréd
. 1a importante influencia de sl grupo sanguinzo ABU de los donadores de
plesms.Los crios deal grupo A contienen en promedio 28% més actividad de
factor VIIl que los crios del grupo 0O.Tal reporte tambifn dio sugesti-e
vas,pero no concluyentes,svidencias de otras cos variables gue influyen
eh la calided dsl crio,Estas son,la esleccidn del anticoagulante(lextroe
sa-fosfato-citrato CP°D o Daxtrosa-citrato-scida ACD)}y la duracién del =
descongelamiento dal plesma,
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En el presente estudio,toda la sangre donada fue obtenida y subsee=w
cuentemente procesada en el Centro Regionel de Transfusidn de Sangre en

Manchester.

J. BATERIALES Y METODOS

Los crios fueron preparados usande donaciones de sangre recolectada
en bolsas de PVC conteniendo como anticoagulante ACD o CPD.La sangre --
fue almgcenada por periodos de tiempo variable(2,4 o 1B horas)antes de
la separacifn del plasma por centrifugacién,El plasma as{ separado fue
muestreado y congelado inmediatamente.Para la preparacién de cada c¢rio
se uysaron 180 ml de plesma y ls temperatura de congelamiento fue de -70
grados,

La prueba pars ls determinacién de la actividad del factor VIII fue
heclis usando el método en dos etapas de Biggs y cols.,1955, Figura =---
No.4.L08 ensayos fueron analizados relacionando el log. cel tiempo de -
coagulacifin con el log. de la concentracién y la validez estadistica =e
fue prabada de acuerdo al criterio usual(European Pharmacopoeia,l971).

Unicamente los resultados validos fueron usados.

a) EXPERIFENTU PRINCIPAL

{(A).«12 donaciones ce sangre(6 grupo U y 6 grupo A)fueron recolecta=
das en anticoagulante ACD.Estas fueron divididas en 2 lotes ds 6 dona--
ciones,cada lote caon 3 del gfupo A y 3 del 0.

Lote No.l.-Estas 6 donaciones fueron centrifugacas tan pronto como -
fue posible despubs de la recoleccién y el plasma de cads bolsa fue ex
primido dentro de otra.lnmediatamente despuls se mezcld el contenido y
slicuotas de 6 X 130 ml fueron transferidas a bolsas y estas congeladas
para le produccién del crio.El plasma sobrante fue muestreado y congela
do a -30°C.La operacifn total desde la recoleccién ce la sangra,cangela
miento y toma de allcuctas llev8 aproximadamente & horas.

Lote No,2.-Las restantes 6 donaciones fueron separadas despuls de tg
da la noche{(10 horas)a « C.Allcuotas de plasma fueron tomadas y congelg
das como en el lote No.l

{B).=l? donaciones ce sangre(6 del grupo 0 y ‘6 del grupo A)fueron rg
colectadas en anticoagulante CPD.Das lates fuernm preparacos y congela-

dos como en el caso (A).
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(C).~En esta etapa,6 alfcuotas de plasma congelado de cada lote Al,=
A2,Bl y B2 fueron puasstas en las mismas conciciones iniciales.Tres ali-
cuotas ds cada seccién fueron descongeladas por una técnica répida.los
12 crias producidos fueron congelados y cads scbrenadante fue musstres=
do(las muestras tanbiln se congelaron).Las 12 slfcuotas restantes se -e
descongelar@n lentaments y los crios produciccs como sus scbrenadantes
fusron también congelados.

Para propésitos del snsayo del factor VIIl,los 74 crios fueron trata
dos como ) réplicas de un set de 8 tipos de crio.leda sest fue dividido
en dos bloques de 4 y cada uno snheayado de icual manara.Ests proceso ==
fue repetido ) veces.lLos dos ensayos de cada crio fueron combinados ob-
teniendo el valor medio del logaritmo.de la po:ancia estimsda cuando es
tas estaban astadf{sticamente homogénzas o cormz el significado aritméti-
co de el logeritmo de las potencias estimadas cuando los volores son =e
haterogéneos.El enélisis de la variancis fue efectuada sobre el logarii
mo de las potenciss sstinmadas.

b) EXPERIMENTOQ ADI N

32 donacionea de sangre (16 grupa O y 16 grudc A) fueron recolecta--
das en anticaagulante CPJ0.Ocho de cada grupo sanguf{neo fueron separadas
inmedistamente y 180 ml fueron tomados y puestcs en bolsas.Las 15 alf«e
cuotas de plasma fyeron inmediataments congelacas,el total del tismpo =«
entres la recoleccifn de la sangre y el congelanisnto de las alfcuotas -
fua de 2 horas. . )

Las restantes 16 donaciones de sangre fuercn dejadas toda la noche =
{18 horas)a 49C antss de geparar y congelar les alfcuotas ds 1B0 ml. ==
Les 12 alfcuotas de plasms fueron usadas para ctaparar crics por la tég
nice de deacongelamiento rlpido., Los snsayos para el fector VIII fusron
efsctuados sobre bloques ds 4 crios cada uno conteniendo 2 de 2 horas -

(uno de grupe 0 y uno A) y 2 de 18 horas (uno ce grupo 0 y uno A).
4. RESULTADQS
a) EXPERINENTD PRI®.CIPAL
Los sfectos sobre la actividad del factor V]I] de los crios de las 3
varinhbles astén consideradass en los rcaultadog sesumidaos en la Tabla -«

NO.5 . E1 anBlisin de los datos ariginales sin transformar permitid ha-

car las siguientes comparacioness
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(i)+= Los crios que provienen de CPD, dieron 76 unidades internacig-
nales de factor VIII. Resultando significativemente mayor del obtenido-
con ACD, el cuasl dio s8lo 55,

(ii)s= A las 4 horas dio un valor arriba de 68 unidades internacions
les de factor VIIl/crio y el de 18 horas 62, esta diferencia es muy sig
nificativa. Una inspeccifn m&s detallada revelf que esta diferencia fue
cebida enteramente s una de las 4 combinaciones de métodos de desconge-
lamiento-anticoagulante, 81 ACD descongelamiento ripido,

{iii}.- E1 descongelamiento rBpida da 68 U,l. de factor VIII por ewe
crio y el lento da 62 U,I., diferencia que es significativa,

Este resultado no rsvela la situacifn verdadera, no obstante, una de
las & combinaciones anticoeagulanteetiempo (ACD/18 horas) mostré un xs ..
tardado mejoramiento ussndo descongelamiento rfpido, Este resultado yea
las anormalidades discutides en la seccidn (ii) podrén ambas ser expli-
cadas si sl resultado del ACD/18 ioras/descongelamiento r&pido estd fal

samente bajo ( Tabla No. 6 ).

b) EXPERIMENTQ ADICIONAL

Los resultados de este experimento, e{.cual fue designado para come
parar las condiciones axtremo de tiempo(edad) de separacidn de la san--
gre bajo el otro extremo de condiciones 6ntimas (CPD descongelamiento--
r&pido), e@sthn resumidos en la Table No, 7. €1 an8lisis de los datos =-=
originales ¢in transformar sugiri® que la diferencia cebidz a el tiempo
de separacifin de la sangre es significante. La desviaci8n estandar en--
tre los crios en este experiménto fue de mis menos 527, Una pequeda por
cifn de 8ste es atribuible al error del ensayo y la mayor parte es une--
reflejo de la veriacifin al araer en lon actividad del factor VIII de la -
poblacifin normal y eato es particularmente debido a las diferencias de-
grupo sanguineo,

£l analisis confirm8 que las diferencias debidas a grupc sanguineo -
son altamenta significativas,recalcando le necesidad de una balanceada

poblacién A/0 en un experimento de este orden,

5. DISGysIon

Algunas de las variables que afectan la calidad de el crioprecipita=-
do han sido investigadas y estas son:la influencia de el anticoagulante
{(ACD o CPD),la edad del plasma inicial y la velocidad de dascongelamien
to del plasma, Figura No.2 .CLada una de estas voriables serfn discutji
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das separsdsmente.

a) CCI10N ANTJCOAGULANTEICPD o ACD

Loa dos plasmas iniciales anticoagulados con CPD mostraran mayores =
niveles de factor VIII que los equivalentes con ACD.La diferencia en la
actividad del factor VIII entre 4 y 18 horas fus proporcionalmente simji
lar para CPD y ACD.Los valares registrsdos de cada uno estén basados a9
bre un par de ensayos,5e suguiere la hipftesis de gque es posible que --
una destruccién menor del factor VII1 ocurra cuando la sangre donads «=-
viene en cbntacto con CPD en comparscifn con ACD,pero despu#s de ésto,-
la velocidad de disminucifn de la actividad del factor VIII es propores
cionalmente similar con smbas snticosgulantes(Slichter y cols.,19T76).La
compatibilidad del CPD con el plaames puede obssrvarse porque los crios -
derivados de plasme tratado con CPD mostraron significativamente mayor

actividad que los tratedos con ACD,Tablas No. S y 6 .

b) EDAD DEL PLASHMA_INICIAL

£l experimento principal falld sl querer demostrar una diferencia ==
convincente entre los crios derivados de plasma de 4 y 18 horas.Sin em-
bargo un experimento adicionsl,usando la combinacifn mhs favorable en--
tre anticoagulante y tismpo de descongelamiento mostr8 un mejorado rens
dimisnto(cuando fue usado plasma muy fresco),Tabls No, 7 .

Centros de transfusibn con fecilidades pars ls separacién de ls san-
gre complete dentro de un tiempo corto apartir de su recoleccién pueden

capitalizar con éste efscto.
c) DURACION 0 NG MIENT

El rBpido descongelamiento de las bolsas de plasma ususlments se reg
liza por inmersifn Je las mismas en un bafo de aguas circulantes a tempery
turas entze 4 y 8°C durante aproximadsmente dos horas( Slichter y cols.,
1976 ),

Une deaventuja de sate método es que en el punto final del desconge-
lamiento sl plasma contisne una pequefis cantidad de hielo blando,que ~=
dificulte determinar precisamente el punto final(Slichter y cols,,1976)
Otra desventaja es que en un medio acuoso de descongelamiento ae puede
rhpidaments transmitir microorganismosa través de un inadvertido aguje-

zo sobre el plestico de la bolss.Este posibilidadal szar podrias asumir
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grandes problemas si sl métoda de preparacifén involucra retornar el soe
brenadants del crio a las célular rojas.En el presente experimento se -
previnieron estes dificultades usando gsbinetes para descongelar a 24%
e inmediatamente después se baje 1ls temperatura del aire a 3‘t para prg
venir un sobrsdescongelamiento del plasma.

Tres de los 4 grupos de deacongelamiento rfipido dan significativamen
te mejores rendimientas de crio,en contraparte con éstc.un grupo de deg
congelamiento(ACD/18 horas)mostré un superior rendimientoc sobre su esqui
valente con descongelamiento répido, Tabiams No, 5y 6 .Esto dificulta
una explicacifn satisfactoria de este resultado,no obstante,este ines--
perado resultado no fue investigado adiciaonslments.

La seleccifin del punto final correcto de descongelamineto puede ser
uns gran dificultad cuando se utiliza el método de beflo de agualGunson
y cols.,1979 y Burka y cols.,1975).

La rapidez del proceso junto con el control de el punto final del --
descongalamiento implfcitcs en el método,probablemente determinan los -
buenos rendimientos de factor VIII(Mason £.C.,1978).

Una nota de prevencién debe ser pronunciada.En adicisn a los efectos
de las tres variables principales discutidas en este documento,una scigig
nal . difarencis en el rendimiento resultar$ de cambios en otras verig-=-
bles tales comosel valumen de plasma procesado,la distribucifn de los =
grupos ABO dentro de los donadores de plasma y & los nivelas de factor
VIII en el plasma inicial.Adem&s las diferencias en el rendimianta do:i
r4n ser vistas dependiendo de la metodologis empleada en el ensayo de
factor VlII{naturaleza del estandar,tipo de ensayo,reactivos stc.).Ceda
una de estas voriables potenciasles fueron cuidadosamente controledas en

todo este experimento.
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Notat A g ACD 3 C « CPD jEdad del plasma aTiempo transcurri-
do desde la.recoleccién del plasma hasta su congelamien
to.
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Expt, No.
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Figura No. 2.-Cnmparac16n de la actividad del factor VIIT entre crio=-
precipitados preparados a- partxr de plasma con. dlferentes

edades{Gunson y cols.,l979)
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SCLLCION Sallina SUERGC FGSFULIFIDDS FACTOR V
0.85% (Fagtor VII 'y - = (Plaquetas) = ... .
 Factor de Chrig . .. oo L

mas)

0.1 ml.:;i

':Se'mefé ei’fﬁbb en ba
.80 de hielo (psra re--
““tardar la reacczon)

0,1 ml, de esta mezela -
es adicionado & 0.1 ml,
de plasma substrato vy :

0.1 ml, ce CaCl, que.se.
encuentran _=n un tubo a;

37°C '

Se hace func1onar otrn
cronfmetro y - se regiss
tra el tlempc de cuagu‘
lac;ﬁn. ' :

Figura No. A.-Técnlca de’ Blggs y chﬁarus”ﬂ ra la\détermlnecxén de la 8C=

tividad del factor VIIL. (Genarac;bh de Tromboplastxna)

<

Esta t&cnica no requ1ere -l uso de sangre hemof‘llca v‘ademés esta -
Szsada sobre lz teoria de que el defscto de la hemofxlza cause una falla

en la formacién ce tramboplastlna normal J los preaarados ca AHF ayudan

a la generacién de ésta. il : ik
Alguras observaciones sobre lg ‘écnica.Miéntras”eJ pri*er"tubo =Fta -
sien:: incubado,una segunda mezcla es pteparada de manera G:actamente -

' 0.1 ml. de solucifn salina 0.85% es reemplazado sot D 1 ml.
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de una de las dxluczones de AHF L EL CaCJ.2 ES a:;czonado al segunde tubo
cuando el cranﬁmetru marque 1 min. De la misma forma tubos contenlendo -
0.1 ml, de cads una de. las diluciones de AHF son. preparados,un mlnuta -

de lntervalo es dEJado'entre 3 ecalc;flcéc-én de cada mezcla.
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Los Centros de Transfusifn Regional en. Inglaferra ¥ Gales han 25tu-

diado las siguientes variables ‘nvolucradas en:la preparac16n de crio-

precipitados:brupo sengufnea del’ dcned" e. antzcoagulante usado -

{ACD o CFD),Condiciones de congelac16 nta yicantr_fuga--

cifn del plasma y Eded del plaé

A

A continuacién se presentan~t la ue ilustran los resul

tados cﬁtenldos.

ITnvestd adores H.H. Gunson Centro de transfu_Lén Keg*onel Uxford-E -

e8]
-
o8

well,Lzho Ta or’o de Fracc;anamlenta de Flﬂsna,Oxrorc-I S: Lane ‘Latio-
ario de P*ccuhtoe dzn‘églcos,Elst'ee Hertfor shzre-R.l.densly.uen--
tro ¢e Transfusidn Regional, MancHester T J Snape Laborator;o de’Frac--

cicnariento de Plasma foard

Tatla hc, 4 .-Acthldad Hel factar VIIlen: CrprIEClpltadOS prep: adas

a pariir ae grupos de plasma G y‘A La actlvxdad ‘se deterniné por’ el ng

todo de hlﬂgs ¥ coldboradores.

CTR

a4

[ R

-~ Oy tn &

15

Fromefio
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Tabla No 5, -Efecte sabre los niveles de factor VIII - .de tres varis-

bles:{(i)anticoagulante, (11)tzempo de separaczén de la sangre v (111)

tiempo de descungelam;ento.r

‘crioprecipitado

. ACD 4 h. e éoﬁéélaﬁieﬁtd}i

I8 hy escongelamient

descangelanionto ¢

CPD ah, descongelamiento

18 h.

Tabla No. §eNi

perimento principal

VI .o
UI/mLei
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Tabla No.7.Un resumen de los resultados de un- Experimentb usando crio-

prec1p1tados preparadosa partlr de donac;onea s;mplus de p’asma para -

sobre la acfxv;da

cipitado’ mas meno

Grupo sanguine

Media




CRIOPRECIPITA

HASIBA UjWHEELER DV;SH
NG y ASTER RH. (1
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CHIOPRECIPITADG PRE-REUNIDD PARA EL TRATAMIENTQ
DE HEMUF!LIA A

l.-lhTRUDUECIUN

"‘productns més -

bstanta,campl;ca

la reuni6n

cos y sus médic
aungue ésto§f¥;
45% de los é;ith
facilmente, Ho”fééu
blemas durante lo

féciles de usar'

cia de cada;b
queridas para

En Nilwadkgé
te pre-ré@ﬁibﬁ

to de 151pr¢pa

1). -Recolect‘
antlcoagula‘
2). ~Centri
6460 X g_po:v | ntrl 3 r-—a
vall,Du?dnf€Cc ‘

3).-T:§nsf’ r

] er icalmente"en
‘Cb(hodalo PCFdB Har:zs Manufacturxng Co., North Ezllar
rica,ta) Mllwaukee, VﬂaYld‘UOl Forma --

'5c1en*1fIC.halllnrkrodt Inc.,Narxetta,UH) Pzttaburgh Hacer tsto- centro -

un cungeladcr'é

& e R congﬂlédur a7-50 C (Médel

de las 6 horas algu;entes a:la racolacci6n_4‘dejar en‘ el congrlador ‘toda

Ta noche.Puede ser almacenadoa menos -de -lB C para. preparac;dn pnster;or

iPittsterzhl,
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4).-Descongele el plasma congelado hasta que tenga &ste una aperiencis

lodosa ean un bafo de agua recirculante a 4% YV centrifuge a % por 10 -
minutos & 4130 X g {Milwaukee) o 6460 X g (pittsbuxgh),

5).=Transfieras todo el sobrenadante excepto 20.ml. a la holsa satflite
restante y remaver la pasta de crioprecipitado de las paredes por mezcls
con el plasma.

6) .=Seque el orificio de salida de la bolsa,inserte la punta de un pa=
quete de transferencia de 300 ml. dentro de la bolsa original contenien
do el crioprecipitado usando técnicas estériles y transfiera el conteni-
do dentro de la bolsa de 300 ml,

7).=En Pittsburgh,5 ml. de Nall 0. desbn,adicionados por belsa dé’brig
precipitado a la bolsa de 300 ml._ant "igjsdiciﬁn de el primer crio-
precipitado,lLa mezcla de NaCl U 9%‘ :ioprecipitado son regresados a

la bolsa del cr;oprecxp;tado,rem evueltos ala bolsa de 300 -

minutes para poals de 6 bdlééé.“aga 1a transfusién tan rép;da cumo sea -

posibles pero no despufs de 2 horas de haber hecho la descongelac;én.r _

3.<RESULTADOS R o

Con este m&todo se obtienen crioprecipitados con una recuperacién de =

AMF del £8%,E1 producto resultd ser estéril después de habersas realizade
una prueba para contaminaciln microbiolégica.Cada pool de entre 2 y 8 ==
holsas tienen en pramedio 125.1 U/bolsa (Milwaukee} y 112.0 U/bolsa m=we
(Pittsbugh).El producto demostrd tener uso terapgutico despufs de habers

se hecho pruebas durante 5 affos,

4,=-01SCUSICH

La pre-reunifn ds crinptéhiﬁiéaéds~eh'un "gistema abierto® en el Banco

;ségufd'eficaz v relativamente conveniente,

de Sangre,parece ser un métod
La potencia final del AHF- es da 112 ‘a~129 U/bolsa.La recuperacién in vi-

vo y el tiempo de vida med;a san normales.Aunque el aigtema es abierto,-
las estudios no indican qua Ia ¢ontarinacibn bacteriolfgica sea un pro--

blema.lLas roacciones al&rgicaa y febriles observadas son aimilares a ~~-
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nquellas reportadas para crioprecipitados preparados :Qiinariamunte.Sa -
sugisrc el usc de crioprecipitados compatibles con el grupo sanguineo we

ADO pera evitasr que los gléblulaos rojos de las pacientes sean cybiertos
por isoaglutininas, ' '
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SANGRE -~ ANTICOAGULANTE

:ALMACENAR A TEMPE%ATURA
.| MENOR DE -.30°C.

Figurae NO.5.=M8todo de 'descongelam;antnnszfdn' k igfp:aducciﬁn de
'C."‘ eéti,técnica 58 -

HE del 72k y =

crioprecipitados (Mason E
obt;ene producto can un
uns potencia de 162 U/bols

5

Sistema de un paqueta'con#oniéndo‘ bolsas dé,bléstica.
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DZSCONGELAKIENTO LENTO (12 « 18 hores) A TEKPERATURA DE e

FACTCR VIII U/m}

PROMEDIG POTENCIA
GRUPD PLASHA PLASNMA VOLUMEN DE RECUPE=- DEL CRIO-
SANGUINEC FRESCO FRESCO FFC(ml.) HACION PRECIPITA
CONGELADD FACTOR VIII DO U/bolse
0.9 0.8 281 32.5 L Is.
1.3 1.1 281 3z.0 S o103
1.0 1.1 279 3.2 e

AB 1.2 0.9 280 3.6

DESCONGELAMIENTO RAPIDD EN SANO DE AGUA RECIRCULANTEJAfﬁFh'

GAUPG SANGUINED POTENCIA DEL CRIOPRECIPITADG U/bolsa
93
. 128
B 142
AB 140

Tabla Na.3.= En esta tabla se muestra la recuperacifn del AMF procedente
de laos grupos sanguineos A30.5e pusda observar gue el grupo
Q0 contiene dnicamente sl 75X del AHF presente an el plasma
de donacores de los grupos A,B,y AB,y que el mérogo da des-
congelamiento r8pido (en bafo de agua recirculante) da mejg
ras razndimientos que sl descongalamisnto lento & temperatu-
re de 4°C (Tomasula P.A.,1980).



UN KUEVO CO

TRATAMIENTO DE LA HEMOFILIA CLASL INHIBIDORES

KENNETH M. BRI}
WEBSTER,LAJOS FEKETE Y ROEERT
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Un_NUEVD CONCENTRADO DE FACTOR ANTIHEMOFILICO DE ALTA POTENCIA
PRECIPITADD _CON GLICINA

TRATAMIENTO DE LA HEHOFILIA CLASICA Y HEMOFILIA CON INHIBIDORES

1.-INTRODUCCION

Egte concentrado de facter VIII prec;pxtado con glxczna,puede sar'ad——

tajas sabre elyplasﬁaﬁeq

¥ ccls.,1965 J‘Abiidgééj

Hace 5 aMos se utilizaba como agente praclpltanta beta-alanxna(;rr~tan'

te de mucosas) ,aminofcido dificil de separar duranta la obtencidn dal --'

factor antihemofflico,Pequefias concentraciones de &ste producen efactos
sscundarios minimos pero desagradables,cuando es administrado intraveno-
samente.Por esta razén la beta-alanina fue sustituida por la glicina co-
mo agente precipitante ( Wagner y cols,,1968 ),

Zste producto de 100 a 400 veces purificado es estable y relativamente

soluble,da concentrados de arriba de 100 veces m&s potentes que el plas-

ma.Pueds ser utilizado en voldmenes pequemos pars dar =l nivel nurmal de
AHF rdpidamente y restaurar la hemostasis a pacientes sangrantes con he=
wofilia A.Tambpidn la nuevs fraceibén ha sido utilizada can é&xito an el -

tratamianto de la hemofilia con inhibidores de AHF circulantes.
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2,-MATERIALES Y METODOS
La potencia del Tactor antihemofilico fue determlnada medlante 1a téc-
ita’

L3

nica de tiempo de tromboplastina parcial.l
1953),Figuras No.11,12 y 13 .

El concentrado fue prepatadnrm diant

n: (Langdell y cols.,

v'o'émiéntb’a"gfanVéscéla
de plasna humana (B:;n«hous y cn e

ra No.l0 vy Tablas Nc.lZ .13 y 14 DBSpUéS da que el prndu:to fue" :ed;—--

suelto en solucibn sal:na citratada se vac;ﬁ en vzales y se lxcf;llzd

zarse, r'gu:a Ng. 6 o

3.-RESULTADOS -

de plasma normal.Una unidad de inhibidor de’ AHF es: deflnvda como la can-

tidad que neutraliza una unidad de AHF en una hora a 37 . :

E1 nuevo AHF de alta potencia contiene 1050 unidades por vialyy caﬁfif
dades relativamente pequefas de fibribdgeno.{l lote presentadu en‘éété -
reporte ssts 162 veces purificado,peroc otros lotes tisnen cerca de 400 -
veces, ' o

La Tabla N0.10 muestra los rangos de los valores de cuatro dxferentes
loteg de AHF de alta potencia. La concentracién del factor antzhemufilzcc
oor gramo de proteifna varia de 1600 a 3530 unidades.fl rango de,lps,valg.
zes de purificacién va de 110 a 380.Carca de dos tercios de la protefna

s fibrinfgeno.
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£l nuevo AHF de alta potencias,precipitado con glicina,ha sido usade en
cuatro situaciones diferentes en pacientes con hemefilia cl&sica severa;
en el estado t:andui;d}éh_crisia hemorr&gicas,para las operasciones y en

la hemofilia comﬁlic}ﬁaﬁbd:,la'presencia de inhibidor circulante de AHF.

4.-n15cusxan:“

Le nueva fracéibh'de AHF pIBClpltadB con glzc;na es sstable, féczlmeﬁte’

se disuelve y puede sexr admzhxstrada cun Jerznga.La mayor parte)d' los =

diante una jéfihga
co de AHF normel
te ventajosa en'e

Con las ﬁréﬁ

elimina Iarﬁcﬁhl{
va con plasma E
cantidades. no

El nuevo métodb

cisn en gran escal

T £l mat rlal da est

ce los Laboratorxos Travanal.
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Tabls No. 9 .-Comparacifn de las fracciones de plasma precipitadas -
) con glieina.Los anflisis de AHF gstan basados en el con

tenido de un vial del concentrado liofilizado.

AHF PRECIFITADO-GLICINA

CARACTERISTICAS --BAJO ALTA POTENCIA

Volumen (ml.)
Unidades de AHF
Fibrin&geno {(mg.)
froteina totel (mg.)
Purificaciéndel AHF S
Concentracion del AHF {U/ml.)
Concentracién del AHF (X) =

Tabla No.l0.-Comparacibn dal plasma.con difersntes lote

cipitados con glicina.

CONCENTRACIUN DE AHF .
- PRUTEINA - FISRINO= (unidades/g de prote Mo.DZ.VECES.

LGTE No.  TOTAL (g)  GEND (g) 4ina total). PURIFICADO
1 1 ceraue 1,600
2 1 0.69 2,300
3 1 0.70 1,900
: 1 Vi 5,500 .
PLASHA 1 005 183




SANGRE

{En ‘solucién
salina- citra-
tadalal 4 ) )

fi_JGentrxfugaC16n ;:‘

PaQU:ﬁe;ﬁél laI

fraci pltad
; (F‘Dflﬂﬁano)

ENADANTc
Fa tor VIII

can-glicina:

Cah |pltentrifugeci
Sobfénadaanv - v£75‘ A

(se descarta). PASTA DE. FACT
sl f'vixz PURD.

a)ﬂ»suspenszﬁn
citra tada

Fﬂcrua Vit FUAD
CENsoLUCTON

Iia)Flltrac16n
VIin)Llenadc i
)Congvlado

ilLiofilizado:
FAC1UR Y111
"ieura No. s ;sMéEndo“dé 8rinkhous v colabor-zavreg zara La obtenziéin

de factar antinemofilico humanao.
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Tabla No.il.~En esta tabla se presentan los resultados de los experi-
mentos previos realizados por Polson y colaboradores para sg
leccionar el polimero lineal de alto peso molecular que se -

utilizar$ para el fraccionamiento de plasma.

Soluciones Causan desnaturalizacifn
altamente

Polimero‘ viscosas de las proteinas
Nonilfenil-etocilato{NPE) X X

Polivinil alecohol(PVA) X

Polivinil pirrolidina(PVP) X

Dextran o ‘ X . NO

Polietilen glicol{PEG) . . - NO -- o " 0o NG

figura Na. 7 .Qurvas de pracipifaéi&n obtenidas por Palson,sobre gamma

globunina,utilizando PEG con diferentes pesos moleculares,

1.0g
Tonc. de gamma
globulina-en <
2zl sobrenadane 0.73 6
te{g/100 mi.)
5
0.5q
0.25
0 " 1 1
] Concentracion de PED
Nota: 30 m1.
1 20000, 2 6000 (97130 ml.)
! 4000 ., 4 . 1500
] 600, & 300
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Figura No. 8 .Indices de preqipitapién de los diferentes pesos mole-

culé;es de PEG}(Obteﬁ;dbs}pnriPolSon);'ﬁ*

i
60H
Indice de :
Precipitg 1
cisn 1
aQkt
f
| T
[}
20| ¢
[}
\
\.
-
‘~‘.-—--.-._--.-;-- EXREY RYTY N TN Y ¥
0 L -

.

3 15 15 20
Peso molacular de PEG x. 10°

Lotz: Indice. de Precxp;tacx n <« Se define como la cantzcad d polfmero
. . requerido para precipitar 2l 50% de la

uroteina contenida en una solucidn de
I g/1380 ml. de gamma glabulina en bue=

ffey de foafatos 0.066°M (pH 7.2) a --
21 ¢,

F.gura ho.g Ranqos de cancentracién de PEZG conds los diferentes
"componantes del plasma son precipitadcs a tres diferep
“‘tag pH.La mirima cantidad de un comnonente es precipie
tado cerca “nl centro de las l{neashirizontales.M8todo
de Polson.ionde A,fibrinfgenn;B3,alfa-l globulinas;C,a}
fa=? globulinas;D,beta globulinas;E,gamma globulinag;-

f,alblimina.
! r A pH 4,6
—ee,
——
—
—
A
H 5.8
- - ﬁ p
v ——
—_—l
£
——-——A———- - pH ToU
=
‘ —_—f
R A R TR R FAR T T



FLASMA FRESCO
a)Adicién de Al(DH)a

TEE

bjCentrifugacién
PRECISITADD
Allﬂh)g y PLASMA
Protefnas a)lAjuste de pH a 6.9
- del grupo . . .
de la prg b)Ad1c16q de Florlgel‘
trombina c)Bafo de agua a 28%C,
- diCentrifugacién’ ',,:
e)Segunda centrifugacifn en pres ‘cia
de AL{CH), para eliminar el florigel
PRECIEITANA v
Flo§;9e1 y
Fibrin8geno

PLASMA N

a)Ajuste de pH a 6.
blAdicifn de Glicine 2.3 M
)Centrifuga;iﬁqQ’fivb !

~

L

SOZRINARANTE T
S U PRELIPITADD I

ig 0.02 M.
JAdici6n ce beta-alanina 3.0 M.

JDisolucién en citrato de so

)Bafo de hielo por una hqra;fﬂv'
i) Centrifugacifn :

SOERENADANTE 1I
' ~PRECIF1TAD0 II ;
a)Disolucibn en citrate de sodio 0.02 M.

Liofilizacidn
AHF

TE

Figura-No.10;Mé&todo de Wagner y colaboradores para la obtencibn
des AHF de plasma caninoJlsta técnica tambi&n es apli-

‘cable para la extraccifn de AHF de plasma humana,
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Tabla No.lZ «=Precipitacifin de protefnas plasmdticas por aminoécidos a
una concentracién de 1.5 M.(Metodo de Wagner y colaboradores).

Para este experimento.se utilizf plasma canino,

Proteina Protefna AHF Nimera  Fibrin&-
precipi- rendimiep rendimien de ve- geno pre
tada. ... to.: to. ces pu cipitado

g/loo my oo % - rificg mg%
o e e do

Acido-alfaJaMiﬁdbutiJi

rico. 13 NO
Alanina T2 26
Glicina 22 . 51
Acido-camma=amino : o

tirico, e 54:

deta alanina

78
339
06
l
555

. 38
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Tabla No.l4 ;5Pfé¢iﬁi§aci6n;ggh;aﬁiﬁoéqidds de AHF humano y bovinao.

;éélabdradotes.

Rendimiento de AHF NGmero de veces

% purificado

_ Jo\ 66 54
GLICINA I,S5'M

: :f}ﬁﬁVinoi, 6 I5
SETA-ALANINA -~ o = . =
B2 0 Wumana a5 oy
3ETA-ALANINA & ' '
2.0 M.

- Humano a0 14

Nota: Un efecto colateral resultado del uso de beta-alanina es su

accifin irritante sobre la piel,mucosa oral y conjuntiva.

fiimero de vaces purificado e qnt AHF (#)
fraccifn gmi 100

Uonde: gm5% sconcentracifn normal de pratef{na en plasma,

fraccién gm% gconcentracién de prate{na en la
e et e fracciébn,
AHF (%) =actividad de AHF an % de plasma inicial.
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Figura Ne.ll ..-Método de Langdell y colaburadores para:la determinacidn
del” t;empo

r a tromboplast;na parczel Los tzempos de. coagule--

vc16n para i uc16n de cada plasma -.son determxnados por. -

PLASMA HEMOFILIC
CITRATADD

(suhsfréto{

l ml (c[

FLASHA ‘uhTRUL ﬂ
PRUE DS ﬂﬂALATADU

(oraviaments trg
tados con Eabﬂd)
Diluidos con.sol
salina oxalatada’
atI,2.5,5 y 10.%:

SE ADICIGNAN A UN , g
_TuBG DE vrnwxo A
28 °¢

l.ota: El orden de adzczﬁn de los reectivos ea como sigua,a,b cy d.

E1. a0, adsorbe de el plasmaTl ﬂtromb1na j el factnr acele

rador del plasma pero no_al AHF.
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Figura No.12 ,-Tiempo de tromboplastins parcial de mezclas de plasmas
normales y hemofflicos.fsta gr&fica fue obtenida por Lang-
dell,Wagner y Brinkhous,

El método estd basado sobre la observacién de que incre-
mentos en la cantidad de AHF,dentro de los limites, anotadus
en la figura,causan progresivo acortamiento de . el. tzempo -
de tromboplastina parcial del plasma hemofil;co
La actividad del AHF-puede- ser expresada c'mu

mal.En. el ensayo,s- Cantldades cunstadts ,

150 | Q”Tiéhﬁo:de
.coagulacién
100 ' *(segundos)
50 o

28 F IRy 1V ESRCREE:T SR [T
% de plasma nurmal cztratado

I N e FE SR

» de plaéma hemof!licancitratado=*w¥“¥--~
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/

Figura No.l3.-llustracién gr&fica para el chlculo de la actividad

relativa del AHF.Datos obtenidas por el método de tiempo

de tromboplastina parciasl(lLangdell y colaboradores).

£1 tiempo promedic de ceagulacifin est& trazado cbnfra -

el % de el plasma prueba o.control usado este dato esté

1ndzcado sobre una escela logaritm;ca.

VIID del plésma

'D-v%“de‘la,act;v1d3d>del 7
AHF: en elvplasm_j ruaba

a-ce.pgoas == %10
fi:de.plasma pruepba ‘.
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AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DEL FACTOR VIII HUMANG
1,=-INTRODUCCION

€1 método descrito agui produce un concentrado de factor VIII con uns
purificecidn de aproximadamente 500 veces a partir de la fraccifn crioc--
precipitada del plasma humano.El procedimiento de aislamiento involucra
la adsorcifn de contaminantéa con Al(OH)a.cromatografia en columna sobre
citrato trisddico-celulosa,precipitacién con concanavalina A y una etapa
de filtracién sn gel de agarose,

Con este procedimiento,un producto relativemente estable de alta pure=-
z8 pueda ser hecho en cantidades de miligramos.Esta preparacién es apro-

pisds pasra estudios fisicoquimicos y biol8gicos.

2.-MATERIALES Y METODQ

La preparacidn de factor VIII purificado fue obtenida a partir de crig
precipitados como materisl inicial.fn un tfpico experimento,el contenido
de cada 10 bolsas de crioprecipitados fueron disueltos individualments -
en 5 ml, de citrato 0.05 M y Scido epsilon-amino-n-capréico 0.5 %,pH §.8
a 37°% y trensferidos a tubos de centrifuga de polisstireno conteniendo
1 ml, de AI(UH)3 al 30 %.Cada bolsa ss enjuagada con 5 ml. de buffer ci=
trato y la solucién de lavado es transferide al tubo de centrifuge co~=-
rrespondiente.ﬁélpués de una injcial .mezcla con el hidrSxide de aluminig,
el contenido da los tubos es puesto en un vaso y agitado por 15 min. a =
temparatura ambiente.El precipitado de Al(DH)3 es remavido por centrifu-
gacién a 16000 X g por 10 min. a 22°C.E1 sobrenadante (aproximadaments =
140 ml.)fus puesto en una columna cromatogr8fice de citrato de calcio-cg
lulosa.Esta columna fue preparada con 150 g de citrsta de calcio prelava
do con 1 litro de HCl y 150 g de polvo de celulose suspendids en un li--
tro de citrato 0.05 M y &cido epsilon-aminc-n=capréico 0.5 %,pK §.8 den-
tro da una columna de polipropileno (7.5 X 30 cm, JtEl crioprecipitaco -
adsorbido can AI(DH)3 fus vaciado dentro de la columna,sesguido de inten-
sivos lavados con buffer citrato hasta que el eflusnte tuvo una acsorbap
cie de menos de 0.05 & 280 nm,,lo cual fue logrado aproximadamente con -
1.8 & 2.0 litros.Después del inicial lavado con citrato,la columna fue =
transferida a un cuarto fria (CQC } v el factor V11l se er:rajo con una
golycifn conteniendo E£.D.T.A sal tetraséfdica 0.1 M,buffer tris-dCl 0.02

M vy 4cido epsiloneamingenecapréico 0,5 %,pH 8.5,8 una tasa de flujo de -
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0 a 10 ml. por minuto.El flujo fue reducido a 2.5 ml. por minuto después
de que los primeros 400 ml. de solvente habian pasado por la columna y -
fracciones de 25 ml. fueron tomadas.

Las fracciones conteniendo la mayorfa del factor VIII { aproximadamen
te 220 ml. ) fueron mezclades con un décimo de volumen de PEG al 40 % en
NaCl 0.25 M e imidazol 0.2 M,pH 6,5.f£s3ta solucifin fue entonces puesta en
un bafio de hielo=agus por 10 min, después de lo cual el precipitado fue
centrifugada a 4% y 7000 X g por 10 min..El sobrenadante fue entonces -
desechado y el precipitado disuelto en 15 a 20 ml, de KCl 0.02 M y bu---
ffer tris-HC1 0.02 M,pH 7.4 a 3705 .Adicional purificacifn del facior -
VIII fue llevada a cabo por adicifn de 1.8 ml, ce cancanavalina A ( 25 =

"mg por ml., de disolvente en Nall 1,0 M ).Ls solucién fue mezclada y en--
tonces dejada a temperatura ambiente por 10 min..La mezcla fue centrifus
gada a temperatura ambiente por 5 min, a 2000 X ¢ y =1 precipitado fue =
redisuelto a 37% en 2 ml. de NeCl 0.25 M - imidazaol 0.02 M { PH-6:5 ) =

canteniendo metxl-gamma-D-c‘ucopzranosxdo al 10 %y az;da de sodxo O D’%

y dejado toda la noche a ¢ %. S
La etapa final en la purificacifin fue el paso de la solucidﬁ‘dé'concéhg
valina A - glicoprotefna { 2.5 a 2.0 ml. ) a través de una columna de ELER
rosa ( 1.5 X 100 cm, ) preeequilibrada con la misma soluciép buffer de -
metil-gamma-D-clucopiranosido,como se describié antes.lLa extraccibn del -
factor VIII fue hecha a una tasa de flujo de 15 ml. por hora,muestras de
3 ml, fueron tomadas después de haber pasado 40 ml. por la columna.El e
contenido de los primeros 4 tubos,conteniendo aproximadamente el TS5 % del
factor VIII fue precipitado con un volumen de 1/10 de PEG al 40 % { 15 ==
min., a 0°C ) secuido de centrifugecifn a 16000 X ¢ por 10 min, a 4°C .61
factor VIII precipitado fue disuelto en 2,0 ml, de buffer tris-HC1l 0,01 M
pH T.4,NaCl 0.15 M,y azida de sodioc 0.03 M y slmacenado a dOC.Bajo estas
condiciones la actividad del factor VII] fue estable por aproximadamente
2 semanasidespufs de 4 semanas la activided baj# aproximadamente el 530 %,
Cuancdo fue rfpidamente ‘congrlado y slmacenado a = 80°C ,la estabilided ==
fue mejorada (Figura No. 14 )
En los m&s recientes experimentos,la solucif~ de crioprecipitaco adsor-
bido con Al(UH)3 fue agitado por 15 min, a 20% con 150 g de citrato de =
calcio prelavado en 250 ml, de buffer citrato 0.05 M.La mezcla pastosa --

fue entonces centrifugada por S min. a 7000 X g y & lﬁot,el citrato de e
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calcia entonces fue lavada 2 vecea més con 500 ml, de buffer de citrato y
centrifugado a ADC +£1 citrato de calcio precipitado fue entonces mezclado
con 1 litro de buffer citrato conteniendo 150 g de polvo de celulosa ¥ =we
puesto en una columna de poliprapilenoc de 7.5 X 30 cm,.E]l factor VIII fue
extraido camo se describe antariormente.Esta modificacién favarecif el prca
cedimiento de purificacién por 1 o 2 horas,

3.-RESULTADOS Y DISCUSION

Las etapas de purificacifn del factor VIII humanc y el rendimiento de -«
uns preparacién tfipica gse muestran en la Tabla No.l13 .E]l materisl inicial
{crioprecipitados) estén entre S y 20 veces purificados y un rendimiento =
de 25.a .45 % con respecto al plasma.Cantidades remanentes de factor VII,IX

+% y protrombina fuyeron removidas del crioprecipitado mediante una etapa -
de adsarcxén con Al{OH) .La etapa siguiente fue pasar el concentraco a tra
vés de una ‘columna cromatogr&f;ca conteniendo citrato de calcio-celuloss -
{ F;qura Mo. 15 ., cuadrae superior ).Una mayor porcibn de protefns aplicada

3 la columna‘aparnc16 en el solvente inicial y contenia aproximadamente -
10 % del’ factct VIII mxent:aa que la cantidad mayor de factor VIiifue exee

tra;daﬂen,al'aagundo plca La stapa final involucr8 la precipitaciédn del --

factar : on,cuncanavalina y una subsecusnte filtracifn en gel sobre a=
géfnsé~ :1' urs 15 “,cuadro inferior ).El factor VIII aparecié en pl ==
priméf ica alumna de agaresa separado de la concanavalina y de las
trazas: 7'Ggeno ‘y-otras protelnas contaminantea.Unicamente una pore--

rxbn dereste pxco'cumn ge indica con la barra,fue reunida y concentrads e
por precxpitacidn con PEG.La purificacidn del factor VIII humano con rasee
pacta al crxoprecip;tado fue de aproximadamente 500 vecss,lo que equivale
a una purlficacxan con respecto al plasma de 3000 a SO000 veces.El factor =
VIt humunq prqparado por este mftodo estd libre de fibrinSgeno,protrombie-
ne, factorea V,VII,IX,X y XIIf.

EY prédhﬁid cbteﬁido siguiendo los lineamientos descritas anteriormente,
fue usada para dbtenar'sl puso molecular del misma y su compasicifn quinie
ca,entre otras determinacionas.
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Tabla No.l5.-Purificacifdn de fector VIII a partir de crioprecipitados.
El materisl inicial empleado fue crioprecipitades de 10 -
donadores voluntarios,esto equivale aproximadamente a ===

2600 ml. de plasma (donaciones individuales),

ETAPA DE PURIFICACION PROTEINA UNIDADES ACTIVIDAD RENDI- FUR&%I-
TOTAL TOTALES  ESPECIFICA MIENTO CaCION

mq. ﬂ/mgt
CRICPRECIPITADD 11600 750 0.065
AL(OH) 5 9990 750 0.075 100
CITRATO DE caLcto- B R
CELULOSA - 96 2600
CONCAKAVALINA A 2 e
AGARGSA -~ 170:

Figura No.lS'”Cromatografla en calum

o %26}
Tas ]

i:2f.

ABSORSANCIA 04 }
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SEPARACION DE FIBRINOGERO DEL FACTOR ANTIHEMOFILICO POR MEDIO
DE DEFIBRASA it o

1,-INTRODUCCION

Uno de los problemas m&s comunes en todos los métoddé?d pu

del factor VIII es la remocidn del fibrinégene,Adsorcifn:c
o florigel,cromatograffa en columna,precipitacién con ééid&tt

tracifin en gel sobre agarosa y precipitacién con FEG N JoHnao

geno,luchas de estas técnicas han

ducido resultados inconsistentes,

Otra posibilidad consiste en el

fibrinfgenac,

2.«MNATERIALES Y METGDO

€l plasma citratedo fue prepasrado a partir de sangre venosa
rios normales,s la cual se le adicioné 1/9 de volumen de c;trato”t:xséc*
co 2.8 R.La sangre fue centrifugada a 1800 X g por 30 mxnuto:”

£l plasma normal citratado fue incubado con diferentes concen iones
de defibrasa ( enzima parecida a la trombina,Pentapharm AG,Basei,Switze;
land } en buffer veronal { 11.75 g de dietilbarbiturato de sodio y 14,67
g de NaCl disueltos en una mezcla de 1570 ml, de agua destilada y 420 ml
de HCL 0.1 N, pH 7.35 ).Despuls de 1 y 4 horas respectivamente,0,2 ml,
de la mezcla cde incubacifn fue removida de cada tubo,diluida 1:20 y 1340
con buffer conteniendo anti-cefibrasa 1 ml./100 ml. { una inmunoglobuli-
na ) y ensayada para factor VIIl despubs de retirar el fibrinfgeno formg
do dentro de las 3 o 4 haras siguientes a la incubacién,
‘ Fosteriores experimentos fueron llavados & cabo utilizando una frace-=
cién precipitada en presencia de dextran,como material inicial.Dextran,-
de peso moleculax promedia 70,000, fue adicionado a plasma humana con ACD
a un= concentracidn final de 3 % v/v.E1l plasma fue dejado tods la nache
ad%k para'que precipite,fl crioprecipitado fue recuperado par centrifue

gacién,lavado una vez con solucifn de dextran al 3 % (en NaCl 0.15 M )y
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entonces redisuelto en un volumen de aglucién de citrato saline { ) pare

te de citrato trisfdico 3.8 % més 5 partes de NaCll 0.15 M,el pH se ajus=
t6 a 6.8 con HC1 1 N )iguasl & 1/20 del plasma inicial.A cada 100 ml. de
este preparacidn diluida 1:l con sgus destilada se le adicionf 0.5 ml., =
de defibrasa.€l fibrinfgeno fue ripidamente remavido y la mezcia de incy
bacifin se dej8 tods la noche a 49C ,Al siguiente dfa,ls fibrina residual
y otros materiales precipitedos fueron separzdos par centrifugacién,

Paxra concentrar el factor VIII de la fraccibn libre de fibrinSgeno uha
etape de precipitacifn en frio con etancl fue empleada { Figura Ne.l16 ).

£l concentrada anterior fue aplicado a una columna de Sephacdex 65 ( 1
X 60 cm. de tamafio ) y extresido con buffer salina citratado conteniendo
ci:rata tris8dico 0.014 M, NaCl 0,13 M y #cido epsiloneaminocaproico 0,2
M { pH 6.5 ).

3.-RESULTANOS

Como se puede ver en la Tabla No., 16 ,prlcticamente no se cbserv$ pér-
dida o incremento de actividad del factor VII] entre las muestras proce-
sadas con defibrasa y las muestras de plasms control que fueron incubae-
das por el mismo perioda. ) .

El fibrinSgeno,el cual se formd en los plasmas tratados con defibress,
fue removido al final de la incubacién {dentro de las 3 o 4 horas sie---
guientes) para determinar la concentracifn del mismo en el sobrenadante.
No se detectf concentracifn alguna de fibrinfgeno.

En la Figura No.l6 sa muestra que a una concentracién final de etanol
del 15 % precipit® casi completamente todo el factor VIII perc dnicamen-
te el 60 % de la protefna total.Ademds,aproximadamente el 73 % ce la de=
fibrasa originalmente pressnte,permanecid en el sobrensdante.fl precipi-
tado puade ser flcilmente disumlto en solucifn salina citrastada a un vo-
lumen de 1/100 de aguel del plasma inicial.Su activided especffica esté
en el rango de 2,530 8 6,250 U/g de protefna,lo que representa aproxima-
damente una purificacifn con respecto al plasma de 200 o 400 veces.Este
concentrade fue estable cuenda slmacenado por 48 horas & temnaratura am=
biente,por una semana a 4% y nor almenns tres seses a - 259¢

£1 concentraca obtenido cdespués de la =tapa de precipitacién en frio -
con etanol y posterior purificacidn par cromatograffa =n columna de Seo--
nha,,resultd con una purificacién de 3,000 a 8,000 veces con reapectq,al

plasma, estaole por 2 dias » 4%C y por almenos 3 meses & = 5% .
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4,-DISCUSION

Los resultados del presente estudio muestran que la defibrasa cuando =
probada a un mads amplio rango de cancentracibn,no afecta ls actividad ni
destruye ol fector VIII en el plasma.

Ademfs,ls defibrasa usada en concentrados de factor VIIlkdcfbéjakpu:e-
za,tales como crioprecipitados y dextran-precipitados,remueve élf?ibfi--

nfégeno sin ninguna aparente reduccifin en la actividad.
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Tebla MNo.)6.,= Actividad del Fector VIII en el plasma tratedo con

Defibrass e incubsdo a 37°C ,

CONCENTRACION ACTIVIDAD DEL FACTOR VIII DESPUES DE
FIKAL DE DEF] INCUBACIUN PORS
BﬂASA U/n.l.
1 HORA ( %) 4 HORAS { %)

0.02 - 97 94

0.04 108 10l

0.08 95 a2

0.20 101 96
PLASMA CONTROL 100 100
hotas

Sistema de incubacifns 1.8 nl. de plesma més 0.2 ml, de buffer verg
nal o solucién de Defibrase en buffer.lLs actividad del factor VIII
fue expressde como un porcentaje de ls sctividad del plasma control

el cual se incub8 por el mismo tiempo,

Figura No.l6.= Efectos de la veriacifn de la concentracifn de sta—
nol sobre la precipitescién del Factor V1il,proteina
totel y defibrasa de una fraccibn libre de fibrinfe-
geno { pH 6.8,2 hores,- 2% ).

preci- %0 } ~ [FacToR Vil
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PREPARACION DE FACTOR ANTIHEMBFILICO A PARTIR DE PLASMA
NQ FRESCO

1. INTRODUCCION

El plaams fresco es ssparado y congslado poce=a haoras despufs de sy =
recoleccifn.Esto es indudablements el mejor comienzo para la recupers--
cién del factor antihemofflico.No obstante,los praoblemas ce la separa--
cién del plasma inmadistaments después ae la donacién son grandes,debi-
do s la gran cantidad de sangre que manajan la mayoria de los Bancos de
Sangre.,

Ss reporta qus en promsdio,el 60% de la actividad originsl del fac-=
tor VIIl queda en sl plasma de ssngre la cuel ha sido almacenads arriba
de 21 dias en el frfo.En otros estudios se muestra que el crioprecipita
do preparado de iguel forma sobre plasma viejo todavia contiene aproxi-
madamente 30% de ls actividad original del factor VIII.Se ha encontrade
(Burka y cols.,197)jque hay una pequefla hemdlisis en la sangre almaceang
nada por mls de 6§ dias y que un aumento significativo de hemoglobina 1ji
bre estd presente ean =l plosma de sangre slmacenada por mfs de 14 dfas.

Un reciente registro de Red Cross Hlood Centers,musstra que aproxi-e
magamente el 25% de todo el plasma es separado dentro de los & dias siw
guientes a su recoleccién.

Experimentos preliminares a psquefla sscals musatran que tal plasma -
puede ser usado pars obtener un intermediario puro de AHF por aplicae---
cifn del método descrito por James y Wickerhauser,Figura Ko.1T y Tabla
No. 17 .En estos estudios s0lo plasma praoveniente de sancre almacenada
de 4 a 6 dias fus usade.El plasms ds 1l & ) dfes de viejo fue intenciocee
nalmente excluido,can ls suposicidn de que #ste pudiers dar igual o me-

jores resultados.

2. MATEAIALES Y HETQDQ

Comenzando,el material utilizado en estos estudios fue plasma cerive
do de sangre de 4 & 6 dias de vieja,recolectads de donpdores volunta---
rios a los cuales se les efectud radioinmunoensayo para detectar el en-
tigeno 3 de la hepatitis.fEl plasma fum congelado en bolsas dentro de --
las 4 horas siguientes & la remocisn de las células rojes y después eal-

macenado a menos de - 20°% por perfodos de 1 @ 3 masms antes da su uso,
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El plasma de este mocdo obtenido podr§ ser llamade no fresco, en geste~--
texto, pare distinguirlo del plasma fresco congelado derivado ﬂe‘éangre‘

fresca, el cual es el materisal normalments usado para‘rucupérarie1 AHF.

a) REACTIVOUS

Buffer pare extraccifdng tris hydrox;metxlam;nometano (THAn) D 02 M--

Hicrﬁxido de aluminios:

Ajustes: de" :
Cltrato de : :
Pulletl en >‘f i en:gli 4000
Control t iF 3 iF e '55 -

Activida

La untcnc; idacdes equivalentes a

un mililitre de‘plasma urificaci6r fdé definido cg

mo rl incremento ‘en la‘activida e"peclfzca (, nxdades/mg de prote!na)-

en el cue 91 nlnvma ftawc contlené 62 mg. da prcteina por ml-



b) PAEPARACION DEL ANF

fue usado el método descrito por James y wickerhauser,para producir
un intermedisrie puro de AHF apartir de plasma fresco congelado,Figura
No.17 y Tebla No. 17 .Durante la etapa de extraccifn del crioprecipita
do se efectuaron las menoras variaciones para sejorar ls concantracibn
o solubilidad del producto finel.

Cuatro lotes @ gran escala fueron preparados uvsando de 112 a 137 li-
tros de plasma por lote,de un total de 473 litros de 2095 paguetes de -
plasma no frasco,

Pera cada lote de AHF,asproximadamente 500 unidades de donaciones de
plasma congelado, fuaron parcialmente descongelados por 1§ horas a 5°E,-
estando en un tanque enchaquetado al cual se le circulf agua a 0°%.La
temperatufa de descongelamiento del plasma en los tangues fue mantenida
entre 1 y 2%.Las muestras fueron tumadus.en este punto'para su anfili--
sig,E]l cripprecipitado con su sobrenadante fue centrifugado a 1°%¢ y a -
una velocidad de flujo de 50 litros por hora en una centri{fuga Sharples
refrigarsda.E]l crioprecipitado recolectado por la centrffuga(ll-l2 g -
por litro de plasma)fue cuidadesamente lavad0 con agua frfa libre de pi
rfgenos y extraido con buffer tris(pH 7.0) 0.02 M precalentado.tl volu=
man de buffer tris fus aentre 2 y 2 ml/g de crioprecipitado.La extrace--
cidn fue realizada en 30 min, con agitacifln & 20,22 6 24°C.E1 extracto
fue filtrado s través de tels de nylon y el pH fue ajustado s 7.0.La pro
trombina fue removids de ls solucifn por adicifn de 3.75 ml de gel ce =
hidrSxido de aluminio por litro de plasma,seguida de agitacismn por 10 -
min & temperatura ambiente y deapuls centrifugada en una centrifuga e--
Sharples.tl A1£UH)3 fue descartado y el sobrenadante fue clarificado al
pasar atrevés de un filtro.El filtrado fue estabilizado por adicién de
citrato de sodio 0.5 M (40 ml/litro),sjustado el pH a 7.0 y clarificado
por filtraciédn nusvamante.lL s solucifn mstéril fue asépticamente vaciada
en viales de 100 ml,llsnanda a 50 ml y liofilizando para reconstituir a
25 ml.La liofilizacién fye prolongada por 5 dias con temperaturs de =10
’c por las primeras 8 horas siguiendo con un incremento gradual hasta -
30% dentro de las aiquientes 8 horas y manteniendo esta temperatura --

por al resto del procesc de secado.lLos viales conteniendo el AHF fuaron
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tapados al vacio y almacenados a 5°C.Alfcuctas fueron tomadas en cads -
etapa de la purificacifin para efectuarles el ensayo para factor VIII y
otras pruebss.tl concentrado de AHF final fue probado por Squibb and ==
Sons de acuerdo a los requerimientos de ls BOB (Division of Biologics =
Standards,1963) pars la activided del factor VI1l,por la pruebs de ge-«
neracifn de tromboplastina(Poal y Robinson,1959),para easterilided y pi-
régenos,

£l mejoramiento en la purezs y solubilidad se intentS en dos experie
mentos a pequeila escala psra una posterior purificacién del AHF con -=
polistilen glicol(PEG 4000) a temperatura smbiente(22°C).Para cada expe
rimento 6 viales del liofilizado de AHF(laote §# 126B8) fueron reconstitui
das con 50 ml de agua por vial y puestos juntos.El pH da la solucién --
fue ajustado de 7.2 & 6.5 y se le adicioné PEG a una concentracifn de -
4.5% para el primer experimento y 4.0 para el segundo.Después de agitar
por 20 min,el precipitada fue cbtenide por centrifugacifin y desschado,-
La solucifn sobrenadante fue ajustada a pH 6.05.£1 FEG fue adicionado a
11% da cnnéant:acibn final y la mezcla fue agitada por 20 min.£l AHf ==
fye recuperado por centrifugacién y disuelto en buffer tris-citrato({-e-
tzis 0.02 M més citrato de sodio 0.02 M y pH 7.0)c un volumen final de
18 ml y pH 6.9 .tn el primar(experimanto)exp;rimento,la solucién fue eg
terilizada filtrandola através de un filtro Millipore y al filtradollé
ml)fue liofilizada en volimenes de 5 ml.La solucién para el segundo ex=

perimento ss daclar8 ser infiltrable.

3. RESULTADUS

Los 4 lotes del concentraco de AHF a gran escalas# 1268,1269,1279 y
1296 estuvisron dentro de los regquerimientos establecidos por la BUB -=
(Division of Biologics Standards,1969).Los datos sobre sl producto y el
promacio de purificacifin se pressntan en la tabla No,18 ,Despulls de des
congelar,el plasma contenfs inicislmente de 430 @ 530 unidades por li==
tro antes ce la la remocifin del crioprecipitado y de 14C a 300 unidades
por litrao en el fluido sobrenadants despuls de su remocién.De 190 8 ==
202 unidades de AHF por litro de plasma fueron recobradss sn el extrac-
to criopreacipitado.Uespulls de la adsorcidn con hidr6xido de sluminio y
filtracién,el producto bajo & 122 - 170 unidades de factor VIIl por li-
tro.Uurante la liofilizacifin bajé & 104 - 142 unidades de AHF por litro
de plasma inicial.Le potencia del liafilizado reconstituido en 25 ml,«=
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por vial,tiene un rango de 5.8 a 7.9 unidades por ml(145 a 198 unidsdss
por vial)estando de 6.7 & 9.6 veces purificado.La potencia reportada --
por E.R. Squibb ss de 18 a 46% mayor,esto #8,7.0 a 9.3 unidades por al
{173 & 233 u/vial| correspondiendo a un producto con 120 a 173 unidades
por litro ds plasma.

Se obaservd la etapa de extraccifn con volumen reducido de buffer,ese
to es 2 ml en lugar de ) por gramo.tsto afectd en una menor filtrasbilj
dad de la solucifn de AHF y en una menor solubilidad del producto liofi
lizadollote # 127%)requiriendo de 15 a 20 minutos para ser disuelto.tos
rasstantes 3 lotes de AHF se disolvieron entre 8 y 10 minutos,resuitados
comparables con el AHF control derivado de plasma freaco congelado.La -
adiciln de ) a 2» de glucosa © 1la de glicina entes de la liofilizacibﬁ
mejor8 la solubilidad del producta.La extracciSn a temperaturas mayores
de 20°C afectd la filtrabilidad ain mejorar el AWF producido.

La concantracién de hemnglobina(axpresada como microgramos por ml)e--
fue Gnicamente aproximadamente 50% mayor en sl AHF derivado de plasma -
no fresco,ques en el producto obtenido de plasma fresco congslado.Cuando
la hemoglobins se expresi en miligramos peor unidad de factor VIIi,cual-
quier lote es de 2 a J vecas mayor,debido a la manor puresza del AHf de-
rivado de plasma no fresco,Vabla No.l9.

Trombhina,plasmina y antfgano 3 de la hapatitis,no fusron detactables
en satas productos.El tftulo de la iscaglutinina inmune anti-A fue muy
bajo o no detectabls.La concentryacidn salina esth entre 1:10 y 1:20 y =
la cancentracifn de antiglobulina entre 1340 y 1580 ( Tabls No.20 ).El
cantenido de aluminio residual de los cuatro lotes de AHF fue extremadg
ments bajo,menor de 0.04 mg/ml o menor de 0.01 mg/U de AHF.El nivel de
eluminio del plasma control es de 0.03 mg/mi.

Con le ayuda de polistilen glical » 4,5 y 11%,8e abtuvo un producte
purificado 32 vaces mfs concentrado y se recupers un 60- ds la activie-
dad,empazando can un concentrado 7 veces purificado, Tabla No.,2F .£1 -
concantrado liofilizado fue altamente soluble,presumiblements debido a
un nivel bajo de fibrinfgeno.El producto reconstituido dio una solucifin
clara dentro de un minuto.Cuando se agreg8 FEG el 4% en lugar de 4.5%,=
para pracipitar el fibrindgena contaninante,el AHF recobrado se incre--
mentd en un 78%,pero la solucidn final fue Gnicamente 50 veces purificy
da sobre plasma.ls soiucidn fue infiltrable debido & la insuficiente rg

mocién del fibrindgena,
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4. DISCUSICN

El método descrito por James y chkerhauser, para la preparacxﬁn de=
un intermediario puro:a partir de-plasma fresco cungelauo ‘es tamb;én A
plicable a plasma menos fresco, La qctxvxdad del factor VXII en el tan-
que de plasma no fresco fue de 0.45 a 0.53 unidades por ml., el cuai es
Gnicamente ligeramente menor que el establecido en el plasma fresco con
geledo; y lr recuperacién de pasta crioprecipitada ( 10 a 12 g/litfo)--

fue similar para ambos arlcenec de pla'ma. Hay, sin embergo, diferen;--

cias cistintivaes entre lns resultanos :npnrtaaoa en este estudio y los

tra de la poten
veces pu?iy
L= solubil
co y del .
factoi‘ViLi e crig

precipitadé l20

f1c1entas. Las dif1

del liofilizado fueron 1ot nte
AHF derivado del plasmaina fresco es dnicamente lzgeramente elevaua En=
comparacién con el obtenido del plesma fresco congelado., Esto estd de =
scuerda con Burka y cols...1973. guien establece que no se eleva signi-
ficativamente la hemoglebina si el plasme es recuperado dentro de una -
semana despufs de que se recolect8 la sangre, £1 almacensje de la san--
grd'ds 4d a6 dlas anfes de la separacién del plasme, aparentemente no -
causa ninguna activacién de ls protrombina o plasmindgeno,

In comparacién con el crioprecipitado de un @rnico donador, el liofi=
lizado del concentrado de AHF preparado a gran ascals a partir del plag
na no fresco es squivalente en potenciz y pureza, pero es obtenino Gnie
camaente la mitad del producto. Un concentrado mejorado puesde ser espera

da si =1 plasma empieza s ser recuperado dentra de log 4 dias siguien--
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tes a la recoleccxdn de la sangre. El producto lxnf;lxzada t:ene la ven
Sx,e;’AHF -

taja de meJutat la e=tab111dad y la potencla estanaarlzad

ser obtenido por el métado aqui déécf@tb n 5d a -
85 unidades de factor VIII por liﬁfn di




Figura No.l17.-M&todo de H.L.James y M.

Wickerhauser,para la preparacién

da un éoncentradoide fattor VIII}de pureza intermedia.

PLASMA FRESCO CONGELADD

Descongelamlgnto por 16 hrs.
a §5C.

El plesma se vacif a un tanau

anchaquetado(temp. del agua
30°%).

PRECIPITADO

(940

Extraceién con: 2

ffer trls-Htl temp
30 minutos y
Adicion de gntas,de
lico, .
oM 7.0

Adicifn de éeirde Ai(DH‘j

22°C {separacifn de protrom-
bina)

£1 precipitado se desacha

soERENADAN?E ;
(3.4 Lts.) -

FILTRACION .
(1.0.45‘y

VFILTRADU
: (3 154Lts.é

' 25TERILIZACION PUR

ﬁtFILTHACIGN MILLIPURE
©{1.2,0.45:.y 0.22 mic
U tes)

LlENAUU
(valumanea de 20 ml )

 CONGELADG

(92.5 Kg-)

L._Jemperatura méximafdélfplasmaaIPE

CRIOPRECIPITADO

FRACMENTACIDN DE
PRECIPITADD

285 1
nlh y agitacién por-10 min. &

SFENSICN

ntrifuga:iani(ii

9. )

EVBdO con

1o

(atanol-CO,)
LIOFILIZAGC

(72 wev, somn, max 13

A
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Tabla No 17~Preparacifin a gran escala de un concentrado de factor VIII
{lote No.B8)apartir da 90 litras de plasma.

ETAPA VOLUMEN PROTEINA POTENCIA ACTIVIDAD PURIFICA- RECUPE-
Lts. mg/mi. DEL.FAC~ ESPECIFl- CION. RACION
TOR VIII CA. VECES %
U/mlo U/mg- DE
PROTEINA
EXTRACTC TRIS 3,30 3.41 6.0 0.176 11 .. 22.0

CONCENTRADO FINAL:
ANTES DE LA LIO-
FILIZACION, .58 1.79 5.8
DESPUES DE LA i

LIOFILIZACIOH,

{reconsatituido

en la mitad de ]

84 volumen ori- .- :

ginal). !.75 3035 IU.D 00296 IB 1908




Suero_de vaca adsorbido
v nrecipitado
{factor V)

Suero
adsorcidn con
arbonato de
bario.
Centrifugacifn

Sobrénadanta

s0l.8at. de sul-

ato de amonio
Centrifugacién

Sobrenadante

sol.sat. de sule

fato de amonio
Centrifugacibn

Precipitade(factor V)

{se disuelve en sol.
salina.)

0iflisis

Congelamienta
215 2 -20%

El factor V es usado
diluido al 5% en bua=
Ffer de imidazol.

I ml,

Plasma mfs AL{OH),
sentrifugacifin
Decantacifn

L
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Suerg humano diluido  (efalina 1:100  Call,

(factor VILII y FIC) (placuetas)

Sangre Preparado apare- CaCl
incubacién a tir ce tejide o.uz§ M.
37 °C por 4 h, cerebral humano

Almacenamisnta a 4°C dxlu1go IsIQO
por toda la noche BN SO0%s salina.

Separacién de suero 0.1 ml-,;, la.1m.
Liofilizacidn ‘
Almacenaje
-15 a -20%

50 mg. m&s 10 ml. ds
buffer imidazol,pH
7.3 y almacenado a 4
C por 60 hrs.para
completa activacibne
dilucibn.

0.1 ml.

Tubo de ensaye en bafto

de agua s 37 C.

(el cronfmetro se hace

funcinar al adicionar

el cloruro de calecio)
incubacibn por § min,

Se adiciana 0.2 ml, de

Suero de vaca citratado
libre dj plaquetas

Congela
\para usarse se disuel
ve en igual cantidad -
de sol. salinad)

Figura lo.18,-M&tado

o v almacenado—"

plasma prueba o standard.
tubo se agita suavementa
A los I0 min, 40 seq,
0.1 ml, de 1la mezcla
se adiciona a 0.1 ml,
de ecloruroc de calcio.

A los Il 'min, Q.1 ml.de}
substrato es adicionado
{se hace funcionar el cro=-
nometro y se destendrd cuan
do se haya formado el coé-
gulo.)

de Pool y Robinson,para la determihéciﬁn de

factor VII1 (Gemaracisn de Tromboplastinal.



Tabla No.l8.-Preparscién de AHF apartir de plasma no freasco(Recupera-
cifn y Grado de Purificacién)

Lote ndmero

Etapa 1268 1269 1279 1296

Plasma inicial,volumen{litros) I137.5 105.3 118.0 Il2.5
factor VIII u/litro 450 430 530

Crioprecipitado,gram/litro de plasma 10.3 11.9 10.0 11.0

Sobrenadante,F VIII u/litro I70 140 190 300
Extraccifn tris _ o Sl
Volumen de buffer,litros/Kg.crie 3 322

Extracto,voluman(litros) 4,5

Temperatura de extraccién 24 C ,‘fﬁ

Factor VIII u/ml. 6,2 5.9
Purificacifin sobre plasma(veces) 10.6

Recuperacifin,F VIII u/litro 263.1
* Tratamiento con A1{OH).,filtrado -
del concentrado de AHF.

A.Antes de la liofilizacibn{lts.) = 5.2

Factor VIII u/ml. b3S

Purificacién sobre plasma(veces) 8.

Recuperacibn,fF VIII u/litro de 132

plasma 7 A

B.Despulls de la liofilizacién, 2.6 2.1

volumen{litros) SiE

Factor VIII u/ml. 5.8 6.5 . T.9" 6.3
(7.0) (8.1) f'(9-3) (9.2)

Purificacifn sobre plaesma{veces) 6.7 2.0 » f7;5 9.6

Recuperacién,tf VIII u/litro de I10 142 104 106

plasma. t1az) (116)  {12m;;) (156)
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Tabla No.19.-Concentracién de Hemoglobina en concentrados de AHF
raconstituidos.
NGmerc de lote .
Hemaglobina 1268 1269 1279 1296 1250+ . 1251
" Microgramas/mi, 350 320 310 270 230 250
Microgramos/unidades 60 S50 . 40 13 24 0 22
de factor VIII, R :
" 'Muestras control de AHF'piébéigdaé partir de’plasma’ éongeiado

Tabla Na. 20.-Concentrac16n‘de Lsoaglutininas”Antx-A an concentrados
' Vt‘constztuado

NGmero de lote

Anticuerpos Anti-A’ T268 1289 1279 1296

Natural (salinal o 20 10 2 20

riatural mis Inmune

“(antiglobulina) IR 80 40 40 &0

lnnuna(Antlglobulzna
¢ muestra neutraliza
da con sustancia AB)

Tabla k0.2l -Purificaciones pnaterlores de AHE por

fraccicnamiento can pOlIEtlle

(rendimiento y grada de pur;fzcacxén)

Etapa de Purificaci&n Volumen Factor Recupe;hgidg bfg- Puri-

1 S e e L ficae
{ml.) Ya}ml.) {h) (mg/w;?l coagu~ cibn
wszieen . 1able. (vecas)
(%)

ANF inicial # 1268 , -
Raconstituide 50 ml/vial 300 2.9 160 25.8 68 6.7
Sobrenadante PEG 4.5% 300 1.8 42 1.8 29
Sobrenadante PEG 11% 320 0.25 1.9
AHF purificado con PEG
Antes de la liofilizacién 16 30.8 S7

Después de la " " 15 3?.7 60 20.1 28 {0
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METODO DE FRACCIONAMIENTO A GRAN ESCALA

VI.UN METODG MEJORADO DE FABRICACIGH DE FACTOR ANTIHEMOFILICO
1. RESUMEN

Para incrementar la pureza y potencia del concentrado de factor ane-
tihemofilico preparado por el método de James y wWickerhauser(1972),les
siguientess modificaciones son introducidas:
1l).=-Una stape de extraccién en frio fues incorporads pars remover las im
purezss solubles en frio.El cricprecipitado fue extraido con buffer =de
tris 0.02 M,pH 7.0(4 ml/g de crio)e 0°C.E1 factor VIII perdido en esta
etapa fue deapreciable.
2).=E1 AHF fue recobrado de la porcifén insoluble en frio por extraccién
a 21°C con el mismo buffer.Pars incrementar ls concentracifn del AHF,sg
tas sequnda etapa de extracciln fus realizade con pequefos volimenes de
buffer(2 ml sn luygar de 13-4 ml/g de cria),

Las etapas subsecuentes,la desprotombinizacidn,filtracibn y liofili-
zacifn no fueron slteradas.Para incremcntar la concentracidm del factor
Viil,el concentrado seco fue reconstituida del 40 al 50% de su volumen
inicial.tl concentrado de AHF obtenido por este método & gran £3cala ==
fue da 20 a 30 veces més concentrado y de 40 8 S0 veces més purificedo
con reapscto el plasma.Con uns recuperacifn de sproximadamente 250 uni-
dades de factor VII! por litro ce plesms.tl producto final fue fécilmap
te scluble,clerc y cssi incoloro cuando reconstituido.

2. INTRCDUCCION

€1 intermediario puro de factor VIII prepsrado por el método de eee=
James y Wickerhauser(1972),contiene aproximadaments 10 unidades por ml
y osth de 20 @ 25 vecss purificadc con respecto sl plasma,

£l método esth besado en la extraccifn de una fraccién,que contiene
el factor VIII,por crioprecipitscién seguids de uns purificacifn per---
cisl con hidr8xido de sluminio.

Al intenter mejorar la potencia dsl concentrado de factor VIII por -
reduccién del volumen de buffer de extraccidn se obtieﬁo una solucién -
muy diffcil de filtrer y un producto liofilizado poco soluble,debido --
esto presumiblcrments,al alto contenide de fibrinfigeno y otras proteinas.
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Los concentrados terapéuticos de AHF con alta purezn y potencié, han

sida prepa:adus por métodes de precxp;tacxdn usando 6c1do técnico a- po-

lavado de;j’

cluidas i la . wnman ye-

cols.,fIQYL) mismo

propbsite. .

Los invest

cionada reemplaz;
cantidad de T
tracc;bn fra

ma en eyhmé

Este docu

usando la yerat ré cano patémetrn'pfin¢1pé

tar la pureza y'p,tencza de el concantrad

nueva teactxvu al ‘sistema.

3 aTERIALEQ Y _METEACS

a)«=El plasma Fresca :anqelaaa CFD usado en estos estudios fue derxvado

de dunadore'}valUntarLog,prubadoq prev;amente para hepatxtis.ﬁl plasma-

fue sepé:a 'de las células rOJas y congalado en bolsas (200 a 250 ml -

las § hores siguientes & la recoleccidn-

‘o.g'@;mpargtura menar de fZQN_C por pe
riodos de ' '
b).-Buffe

trla(hld:

: prrpatado por dxsolucmbana_Z 42 ‘g-de =

n 1xtrn ue agua destxladé llbte de. pi

tado el gH 'a 7,0 con HCl conCﬂntraun

lu~inxo.

tégnnos y EJU°

c).-Hxaréx;cc"do  squenqxbﬁ'athrLl al 3&’

d}.- Los ajustes de pu fueron efactuados con HC1 0.1 N o NaQH 01 N,
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e} .~Litrato dec sodio.

f).~Buffer imidazol oH 7.2, fue preparado por disolucién de 1.72 g de -~

imidazel en 90 ml. de HC1 0. l N ajustado el pH ) 7 2 y afcrada con ague
destilada & 100 ml. : k

b).- tapa de. descongelam en
vada a cabo. cor

Figura No

£l eatraqu e! v » gdéciﬁn
a 0°C puf;é ;
rimento a'gméﬁ tiﬁbde-
lo 8141 y eQ"_ _ U
vibromezclador monel
(lotes de 100 lt) 2 e : s de
100 1t}. La scluc16n turbia U di 0s0 in fbs y -

entonces la fracclﬁn’inaolubl fu

pasar sl sobrenadanté

d).~ La segundu‘e{ahéj

w0y 22% paraffadii;
primera etapa fue extra
¢ ml de solvente oor gramo _ r
conrentrada de aHf, t1 tipo’ da aolven ] Usado Fue e1 mxdmu que ‘#n la --

etepa uno (H U destilada y wuffer trls-HCl). Las nuquguzcntes stapas -~
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2n la preparecibn cel concentrado de AHF fueron:l).~- Remacién del come-

plejo de qratromblna por adsor516n con Al(UH)a,Vusando 0,43.m1 de gel -

por gramo de crio J seppraqlﬁn del crlopteczpztado por centr;fugac;dn -

m*cras La solucxﬂn flnal ‘de AHF

frascos de 50 ml)., ,_‘
dias

[

G.68=1, D

tenvar H.0.0, . (lote Nu.4; 1.2 unzdades de Fector VI I por ml) come una

Falculado nor. 6 ansayvs usando

referencia. Valores muy parec1cos (0 86 unzdadas de’ Factor VI!I por ml)
fueran ubtenxdus con un coarul;zadar, calculado a partzr ce un-ensayo -

simple en-el cual ~v1ales

fplasma ‘eferanc1a fueron s*obados ccntra

3 viales del E b B estandar.rnl segundo nHF estancar 1ntern1c10nal ———
(1.1 un;dades de factar VIII por- ml) Fua proporcxonada por. el Instituto
fiacional de: Controles y £s tdndares Blcluglcoq.‘Hametead Lonures. Cuanno

efectuada otra ptueba

'rngl coegullzadmr cantra. =ste =5~andar lnter-

nacional, una potenc1 _de U 19 unldades por ml Fueron cbtenlnas para

el estendar (1ote ' EH el naama ensayo la referenczasﬂ 0. Br(late -

Noed) mostr8 Uﬁ}valor eil. 2 un;uadea pnr ml.
b). EXPERVMENT PRELXMINAR

Un eyparlme

con cantzdad

7.0 g por iitro ue plasma Lnxcxal. ests fue extraido co buffer trls‘-

1€ {2ml/q de crlo). pICbuc1endu “l220 ml de.extracto.rtl ertrhcto de'-
{'F fue muestreado y dividido en tres partes, cada una de 593 mly ===
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separadamente tratadas con gel de AI(OH)3 a 0,43,0.65 y 0.86 ml de gel/
g de crio.La ramacifn dsl precipitado de hidrdxida de aluminio por cene
trifugacién,la filtracifin,la estabilizaciln con citreto de saodio y a8l -
liofilizado fueron efectuados como se describe en {Jlames y Wickerhauser,
1972),Figura No.,17 .

lae resultados estén resumidos en le Tabla No.22.5e observéd que la -
adsorcifin del extracto de AHF con cantidades incrementados de hidréxide
de sluminio,normalmente 0,65 o 0,86 ml por g de ctrio,da como resultado
yna disminucién de la actividad del factor VIII! sim una reduccifin signji
ficativa de la praoteins coagulable o mejoramiento en la actividad espe~
c{fica.lLa liofilizacifn no causa ninguna pérdida en ls actividad del -«
factor Vill.Despubs de la diflisis,para remover el citrato,los J cancep
tracos coagularon entra 20 y 30 minutos cundo fueron incubados a tempe-

ratura ambiente con la mezcla de activacién protrombinica,

¢} EXTRAGCION DEL CRID EN FRIQ

tate equrxmanta fue hecho para detsrminar el gradu d7 8¢
cifn dal AHF y otras proteinas plasméticas a O . Agua dest ;
ffar tris-HCl fueron usadas como solventes(Hershgold .y cols..v965 y Ja~
mes y ulckexhauaer,l972). fFiguras No.28 ¥y 17 .Alfcuotas de ZDbykSO q de
crio fueron extraidas con 200 ml del solvente representando ié prapare-
ciédn de 10 yv 4 ml por gramo de cria.los resultados resumides-en-la Té-i
bla No.23 muestra que la cantidad de protefna extraidas y la actividad -
del AHF fueron independisntes del volumen del aolvente,pero gue 2l bu-e
ffer trig-HCl extraje Gnicamentes 1,5 unidaces de factor VII! y 30 mg de
proteina por g ¢e crio comparado con aproximadamente 7 unicades y de 25
a 40 mg de proteina extraica por agua destilada.Basandose sobre la recy
peracibn de 9.4 g de crio por litro de plasma inicial,esto corrsasponde
apraximacamente a 14 unidadss de factor VIII y 270 mg de protefna extra
ida por litro de plasms con buffer tris-HCl,la extraccién con agua da -
de 60 @ 70 unidades y 350 mg de proteina.Aproximadamente la mitad de la
protef{na mxtraida fue fibrindgeno.Para este experimento parece que el -
agua libre de males =23 ingpropiade: para la extraccifn selectiva de in
purezas del crio,debido al alto grado de malubilizacifn del AHF durante

la stapa de axtraccidn en frio,
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d) EXPERIMENTO A ESCALA FILOTO

Una segunda etapa del proceso de extraccién fue evaluada sobre & lo-
tes de 100 lts de plasma usando buffer tris=H(Cl.Tres lotes fuercn prepg
rados por el método de extraccifn en dos etapas, Figura Ne. 19 .A uno
de estos lotes se le adiciond citrato 1L mM al buffer de extraccidn pera
minimizar la disminucidn de este anticoagulante,causada por la introdug
cidn de una etapa de extraccifin frfa para determinar sl efecto sobre el
rendimiento y estabilidad del producto final.Un cuarto lote fue preparg
do omitiendo la etapa de extraccifin en frio,sirviendo como un conirol.=-
El volumen de plasma inicial est& en el rango de 99 a 109 litros,promee
dio 1N4 ;la recuperacifn del crio fue de 8.2 & 9.2 g,promedio 8.7 por =
litroj;el plasma tiens una potencia de 620 a 670 unidades,promedio 643 =
par litro y la pérdida en el sobrenadante del cric fue de 160 a 200 uni
dades,promedin 176 por litro.Los dates de la recuperacifn y purifica---
cién se prescntan en la Tabla No.24.La cual muestra que en tres lotes -
preparados por el procedimiento de extraccibn en dos etapas(lotes. 21,22
y ?7)le pérdida en la etapa de extraccisn en frio fue Considerablemente

pecueifa,de 4 a 7 unxdadea por lxt:o de plasma.lus concentrados finales

fueron obtenidos con un rendmmxentu dc 225 a 247 unzdades por 1;tro Yy -

de &0 a 45 veces nurlflcédo scbra el plasma.cl lote cantrol Na.9 fue ob
tenido can un rendxm;ento comparable pero la purificacifn fue Gnicamene
te de 25 veces sabre el plasma.Los tres concentrados fueron preparados
sin problemas de filtraéién"y los productos liofilizados disolvieron =
dentro de fos 5 minutos,El lote cuhtrol,no obstante tuvo dificultad al
filtrar y perdif solubilidad debido probablemente al alto contenido de
fiorin6geno.Adem8s el producto reconstituico estaba tyrbio y amarillen~
to.

Todos los concenbentradua fueron ligeramente hipoténicos,su conduc-
tividad fue de 12.0 a 12.5 mmho y su asmolaridad de 257 & 267 mosm,com-
parado con 14.8 mmho y 280 mosm de una solucién salina fisiol4gica(0.15
M de NaCl).La determinecifn cel citrato contenido revel§ una disminye--
cifn de &ste =2spués de la segunda etapa de extracciln, Tabla l.0. 25
€1 contenido de citrato fue ce 7.4 a 1.0 comparacdo con 5.6 mM de 18 ===
muestra control preparada por el mAtodo de extraccidn en upa etapa(Jte-~
mes y wickerhauser,1972), Figure No, 17 «El lote l0.22 preparado par ol

uso de tris-HCl contiene 4,2 mM de citrato.El producto final tuvo de 60
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@ 65 mM de citrato,correspondiendo de 23 8 25 mH antes de la liofiliza-
cién.La concentracifn del citrato fue dejads s 20 mii,el resto fue extra
ido del crio.La disminucifn del citrato no causé efectos adversos sobre
la cstabilidad de las muestras reconstituidas de AHF,quedandc aproxima=-
damente el 50% de la potencia después de 24 horas a temperatura ambien-
te en ambos tipos de concsntrados, Tabla No. 26 ;estes resultados son
comparables con los de los preocarados ce AHF en los gque se utilizd séblo
una etape de extraccibn, Tabla No, 22 .

l.os detalles asnaliticos cge uno de estos lotes se muestra en la Tabla
No.27.La etapa de extraccidn en frio remueve (nicamente 124 mg de- ptote

fna y 5.6 unidades de factor VI1} por litro .de plasme,esto es menor de

la mitac de lo que se obtuvo en el experimento a pequeila escala.,sta ex

traccifn fue efactuada bejo condiciones leves para evitar el desarrollo

minutos a temperatura anb;ente,tuv

ml y la solucién fue clarse e 1ncolora

8) CDhPARnCIDN ENTRE FIBROKETRD Y COAGULIZADUR FARn LA anrqfl
CICH DEL FACTCR V1Il® f;””"' e “f'”’féNEL'lL;m

Los valores del factor antihemofflico mostrados en este axpérimento
fueron obtenidos por un fibrémetro o un coagulizador.fl cocagulizanor -e
proves resultados mis rapidos,requiere menas atencién y minimize los --
cambios por error humenc.Para comparar los resultados,se ensayaron en -
#l coagulizador cada una de las 5 etapas de purificacifin de los lotes -
21,22 y 23,108 cuales fueran previamente probados con un fibrémetro.Una
buena correlacidn entre los dos sistemas se observé en los ensayos cel
plasma rico en crioc,extrscto crudo de AHf y el concentrado de AHF final,
€l promedio aritmético ce 9‘pruebua hechas en 8l coagulizador can el --
93 de los veloxbs:dbtaﬁidcs en al fibrémetro,la desviacifn estandar es
del 12..,el rango de 81.a107.Los valorss del crioprecipitado y extracto
frio fueran suscep;iblenentefmeyoras en el coagulizador,Para laos criosg
brenadantes,el promedio fue de l4l%,el tango de 123 a 150% y para los -
er<ractos frios de 195‘,.ango de 183 a 219, de aquellos resultacos obtg
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nidos en el fibrfmetro.La razén de tal inexplicable discrepancia en es-
tos dos tipos de muestras{criosobrenadantes y extractos frics)no fue -=

aparente,excepto que ambos contienen muy baje ectividad de factor VIII.

f) EVALUACION DE LA EXTRACCICH EN_DOS ETAPAS

Un total de 17 lotes fueron procesados,l4 con buffer t:iéfACl Yy 3 -
con tris-HCl enriquecido con 1 m4 de citéglo.No se evalub aumentc en «=
los niveles de citrato para evitar el riesgo ce solubilizacidn del hie=
drfxido de aluminio durante la etapa de desprotrombinizacién,la cual ==
podrfa incrementar la contsminecidn del concentrado con aluminio(l.ewman
y cols,,1971), Figurs No, 27 .La recuperacién y los datos de las purifi
caciones estan resumidas en la Tabla No.28.Lo5 dos grupos A y B estan =
en ynidades cerrades,las diferencias esté&n dentro del error experimene-
tal.£1l rendimiento sobre plasma inicial fue de 37,5% para el grupo A y
42% para el B.Cusndo reconstituidos a temperatura ambiente,tocos los -
concentrados cel grupo A se disolvieron dentro de los primeros 5 minu--
tos,pera los del grupo B, tomaron m&s tiempo.Cuatro concentrados de AHF
del grupo A fueron probados para estabilidad seguidos de su reconstitue
cifn.En promedio un 91% de la actividad inicial(rango B7 a 384} fue men
tenida despufs de 24 horas a temperaturs ambiente,fstudios de estabilie
cad acelerada sobre dos lotes,mostraron que despufs de 5 meses de alma-
cenaje & 5,22 y 37°C estos mantuvieron el 97,95 y 74% de la actividad =
original.

La recuperacifn de la sctividad in vivo del factor VIII cespuls de ==
una hora de la transfusién fue de 63 a 76..

El tiempo de vida medie(in vivo)de la actividad del factor antihemo-

filica fue de 8.5 & 9.5 horas.

5. DISCUSIUN

£l método de extraccifn en dos etapas descrito anuf, fue majorado con
las siguientes consideraciones:a)logrando incrementar la purificacién -
can minimas pérdidas de actividad y permitiendo la preparacién de un ~-
producto m&s concentrado sin comprometer solubilidad y estabilidad.b)--
Evitando el uso de precipitantes que podrfan dusnaturalizar o contami--
nar al producto.El promedio de frecuperacifn de la actividad del factor
VI1] par el método de extraccidn en dog etapas es aproximadamente del -

40% de la actividad del plasma inicisl.Resultado gue es comparable con
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l1a recuperacifn obtenids en el proceso ce sxtraccién en uns etapalJames
y Wickerhauser,1972), Figura No.l17 .Pero la purificacifn se ve incree-
mentada de 25(en el método de extraccifn en una etapa)s 40-45 veces so-
bre el plasma en el métoco cescrito aqui.
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PLASMA FRESCD
. CONGELADOD

a)Descongelamiento
b)Crioprecipitecibn . .0
c)Centrifugacifn’

Criosobrenadant
\para-fracciona-
miento-de Cohn.)

" CRIDPRECIPITADD

por gramo de. cri
c)Decantacién y centrzfugacxbn

‘Sobrenadante

(impurezas, de-

'sechadas)’

s PRECIPITADD
por gramo de crio. G
)Adsorciéin con Al(DH) 3 % pl
}Centrifugacién R

Precipitado,

(AL(OH),, fibri

ndgeno,ccmple-
jo de protrom=
bina, Desecha--

~das) SOBRENADANTE

)Clarzflcaczdn MF 1. 2 m;cras.-:'
YCitrato 0.02 M~ i
Clarificacifin,MF 0,45 mxcras.
Filtracifn estéril,MF 0.22 micras.
JLlenar en vol@menes.de 25 ml."’
Congelacifn en nitrfgeno liguido.
Liofilizacién, :

CONCENTRADD
FINAL DE AHF
( reconstituido en 10 ml,}

Figura No. 19.-Preparscién de AHF por el métoda de extracczdn_en dos
stapas,.!&todo de Wickerhauser,Mercer y Eckenrode. :

Note ¢ MF ¢ Millipore filter
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Tabla No. 22.-Recuperac16n y pur1f1cac1un del AHF prepsrado por el

tapa.canNVarlaczones en las

tp;~VIII‘fue ensa

%tfa- )

Volumen de buffer,mi/gicrio
Volumen de extract
Factor VIII,U/ml
Recuperacién,Fact.V
de erio.. -
Pruteina.mg/ml{
Protefna coagulable,%:
Actividad especifica,fac
VIl U/mg de proteina. -
Furi 1cnc16n snbre“plasm
veces.: -
Gel de’ Al(UH)

3%
Concentrado de. AHF,tratado -
con AL(OH), y flltradn.;, s
Factor VII? U/ml SRS
,Recuperac:én del Fact. VIXI
U/g de crie. _
Protefna,mg/ml
Protefna coagulable,%®
Actividad sspecifica. ‘ RER
Purificacibn sobre plasma, "~
veces.

Liofilizado reconstituido
en el 40% del volumen ori:
qiﬂal- . e R e i : .
Factor VIII,U/ml,{inicial)} : SETERR R -3 U5 AERTIERS & Iy AUE MU ¢ X I

Protefna,mg/ml. BRI D P R EINE: ] PSR -2 -
Actividad especifica. : S G.35 . 0.38 D.45.
Factor VIII,U/ml (después 17.7 20.8 I6.1
de 24 h. a 21 ©). e

Factor VIII,U/ml. { porcien - _ 82 106 a6

to del 1n1c131)

1 Calculado spbre la supésiciéh de gue un ml. de plesma fresco
cantiane I unidad de factor VIIT'y 62 mg. de proteina.

42.6 mg./ml . - 112U
62.0 mg./ml - . xZ I6.,3.U,
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Tebla No., 23.~Extraccién del crio a 0 °C.(ensayado con fibrémetro)

Expe« Solvente Extracto Prot. Act. Puri
rimen y coggu espe ficg
campo~ ml/g Act. de ‘tote- s .
t9s  icién crio  fact.VIII tna T. lable cifi  cisn.
g y % ca. sobre
U/ml U/g crio mg/ml mg/g crio Fact. plag
i ‘ ‘ : : o VIIT ma.
U
cseriol
1 Trise
HC1 o
2 Tris=
HC1
k] HZU
4 H20

Tabla No. 24 .,=-Comparacién de los
dos de extraccifin =n u
tra).

concentrados preparados por los métoe
na y dos etapas.(ensayade con fibréme-

Suffer de extraccidn
Contral Tris-HCl Tris-HCl Tris-HCl
(exp.9) 0.02 M 0.0z » 0.02 M
(exp.21) m&s ci- (axp.223)

trato =
I mM
(exp,22)
Primera extraccién (en frio) ninguno
Factor VIII,U/1 de plasma (pérdida) 5.6 7.0 4,5
Actividad especifica,U/ng de prote- 0.045% 0.05 0.04
fna.
Purificacifn scbre plasma 2.8 4,1 2,5
Segunda extraccifn,adsorcifn caon
Al(OH).,filtrado 'y licfilizado =
en 25 ml.({producto final)recons-
tituido en 10 ml, .
Factor VIII,U/ml. 22.6
Proteina total.mg/ml. 56.0
Protefna coaqulable,mg/ml. 3%.8
Actividad espec{fica 0,40
Purificacifn sobre plasma,vaces. 25
Recuperacifn, factor VIII,U/Ll de 234

plasma.
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Tabla No, 25.-Dist:ibuci6n de el citrato durante la preparacifin del
. AHF ‘por el método.de extraccifn en dos etapes.

Citrato,mmol,

l‘tpntrél exp. 21 exp. 22A~‘eip. 23

Plasma inicia; 8.0

Sistema de-extraccién

Primera exiracciénlen fr
Segunda extraccifin{AHF.
AHF liofilizado,rec
en 0.4 del:volumeny

Tabla No. 26.-Estabilidad
~ biente. (e

Lot. Sisiémai
No. extracq#ﬁn

21 Tris-HC1

22 trig-HCl més Cl By
citrato I mM 24,2 22,1
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Tabla No, 27 .«Purificacién y recuperacifn de los concentrados de AHF
preparados por el método de extraccifn en dos etapas.
(late No, 21 ).(ensayado en fxbrémetro}

ttapa Voly Factor VIII Protefns I, Proteina Actividad:
men mg/ml recupe coagula- - es
1 U/ml recupe racifn ble,%
racién mg/1 o
U/1 de plasma

plasma

Plasma 99.5 N.62. 620
Crinsg Lo
brena- g
dante. 98,5 -0.26.
la, exa g
traccibn
£ nérai« =
da) 3.08 0.1
Extrace L
cidn de S
AHF 2.7 12.2°
Conc. fi e
nal an--
tes de - G
liof, 2.34 10,2
Después
de liof,
y recost.
an 0,4
del vel.O. 936 24,3

(xS )
N

Table No. 28 .=-Preparacifin de AHF a gram escala por el'ﬁétndo:dé‘éx-
traccién en dos etapas (lotes de 300 1 de plasma,ensayado
en coagulizador).

Buffer de extraccidn

Tris-HCL . Iris-HCl ~8s citrato
I mM

Promedio Rango Promeaio Ranga
flecuperacién del fact. VIII
U/l de olasma.
Plasma inicial 645 540740 663 610=-700
Criosobrenacdante 261 2102377 276 240=210
Primer extracto {(frioJ [4 T=24 19 9=27
Segundo extracto (AHF) 358 116-416 . 196 1T6=419
Conc. de AHF liofilizado
Recuparacidn cel fact.vill, 242 . .201-280 219 2452309
U/l de nlasma ORI O :
Patencia del fact. VI1I1,U/ml. - °0-23,0 7:1903=-29,5 28,2 24,5-30,8

Purificacién sobre plasma, . B dq:f'

o537 Az 1a.26
veces. - .
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Figura ho, 20.-M&todo de Cobhn para la separacifn de componentes plesw
matxcns por Frec1p1tac16n y Extraccifn Fraccionada.

PLASMA
(25 wlo)

a) Baflo a =5 % R S
b)Adicidn  de. IUO ml. de(ZSD ml.
al 95%,2.5 ml,
sodza pH 4 por

_JCentrlfugar'
r.p.m. :

7" PRECIPITADC qeand
LI

EXTRACT
Va6 7

PARECIPITADD
IVl M, .
3 Resusoender en clnruro de sudzu 0 15 M
b Adxcznnar citrata de sndzu D 5 M

CLNGELAR c
LIGFILTZ2AR



(Continuacifn) 106

PRLCIPYTADU" b

_de 50 ml de (IED ml, de etanol
, ‘ijl. de” acetato de sodio: 1 ¥,

EXTRACT Qg
11,2

PAZ cfPITAno
xqqxx-a 1
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Tabla No. 29 .-En esta tabla sa presenta la composicién de los diferen-
tes precipitados y extractos involucrados en el método de --

Cohn.
FHACCIONES CLMPONENTES
I+HI4111 Gamma globulinas Ceruloplasmina FibrinSgenco
Beta I=lipoprotg 1Isocaglutininas Protrombina
fnas. Plasminégeno
Beta I-14pidos - Glabulinas in-
paobres de euglo- solutles en -
bulinas. frio,
V4Vl Seroalblminas Alfa 2=mucopro Ccllnesterase”‘f
Beta l=proteinas tefnas.: ‘Fosfatas

combznadaa con -
VI

IV+v

v

w1 :

IV <647

4111

Il

H1 -0

41T - 1,2,3

iHII -2 ;"'P15553"Q9?091

[t - 1,2 lsoaclutininas

7Alfgzlglipopro%:

Bata 1-1fpidos
‘pobres-eneusa’"
'giobulinasL

" “ulobulinas in-
‘. solubles en ==
frio(AHF)

Protrembina

\[Cbllnésterasa.; 

Alfa: 2-mucuprote-

.Ltééyioﬁiasmiga{; ;

Fibrinﬁgaan
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PREPARACION DE LAS MAYQORES FRACCIONES DEL PLASMA POR POL IELECTROLITCS
EN FASE SOLIDA

1,=INTRODUCCION

Los polielectrolitos en fase sflids son usacosaqul pare deserrollsr ee
un sistems integrado de mftodos fexibles para el fraccionamiento de pro=-
tefnas plasmiticas,Cads mé&todo para el aislamiento y pu:ificacibn'de las
frecciones o una modificecifn de ellos pueden ser usados independién%e--
mente o ser adicionado dentro de otro o otros métodos,lada fraccién es -
preparasda siguiendo 3 etspastadsorcifn sobre la fase sélida (palieiectrg
litos),extraccibn de la fase sBlida y concentracién por ultrafiltracifén
o por el uso de PEG o ambos.la separecifn de ls fase sélido-liquido.es =
f4cilmente llevada a cabo por centrifugacidén o filtracidn.El rendimiento
y pureza de cada fraccidn fue de sl)Factores de coagulacién II.VIi.IX y
X 63 % y 200 veces purificado;2)AHF 43 % y 52 veces purificado;3)vWF 433
y Tl veces purificadogd)Fraccifn de protelna plasmbtica,como aibdmina.--
93 . de rendimiente y 92 % de pureza;5)AlbGmira,92 % de re;diﬁiehto Y -—
93,5 % de pureza;&)Gamma globulins,92  de tend;mzento y 97 5; h de. pure-

za (Figura Ne. 21 ).
La fase s8lida descrita en ecte procedimiento puede adsorber: gggﬁﬁver
el antigeno de superficis de la hepatitis (HBsng). ' "“'
A continuacifn se discutird Gnicamente el métoda de obtancxdn de face=

tor Vill,
2.«MATERTIALES Y MSTODD

Flasma tratado con ACD ( &cido - citrato - desxtrosa ) o CPD { citrato
fosfato « dextrosa ) fus mezclado completamente con E - 100 ( Copolimee-
ros de etileno/anh{drido maléico sustituido con dimetilaminopropilimica,
malla 200,el cual fue lavade 3 veces con NaCl C.15 ¥ a una concentracidn
de aproximadamenta SO mg/ml.,el pH fue reducido a 4 con #cido citrico =
1.0 ¥,y el polielectrolito se dej6 que se equilibrara al pH de 4 por al
menos 5 minutos para completa protonacifin de la resina,entonces se enjug
gé al pH deseado con NaUH y se dejd cue se equilibrara ) 1l mg/ ml. de ==
plasma,pH 8,0 a t% o temperatura ambiente por almenos S minutos (Figura
fo. 21 ). La muestra fue entonces centrifugada o filtrads ( Centrifuqa--—
¢cifn a alta velocidad 10,000 X g por 10 minutos o por filtracifn a tra--

vés de un filtro de nylon de tamaMo de malla 70 micras.Después de la con
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trifugacién,el sobrenadante fue pasado a través de nylon o de pref;ltrus
Millipore). ,

El sobrenadante obtenido de la etapa de adsorcifn con £ - 100 se ajuse
t6 a pH 6.0,3e adiciond E - 5 (Etilenc / anhidrido maléico sustifuido en
un 5 % con dimetilaminopropilimida ) 60 mg/ml.,se mezclé de 15 a 30 miny
tos z 4°C o a temperaturs ambiente.Despubs de la centrifugacifn o filtra
cifn de la resina ésta fue lavada 2 veces con NeCl 0.002 K.y una vez con
NaCl 0.3 M para remover la alblmina y otras protefnas atrapadas,entonces
se puso lda#eé;né‘ﬁor 30 minutos a pH 7.4 con buffer Nall 1.5 M = lisinas

1.0M eﬁ hﬁ'VSLuﬁph iuual a aquel del plasma adsorbido original.El sobre

nadante fue adsnrb do con 0.5 mg/ml. de betonita para remover aproximada

mente el TS % de:el f;br;nﬂgenu.puster;ormente el sobrenadante se concen

erces por ultrafiltracién a través de un cassette
alecular 100 GOO,el cancentrado se diluyd con agua a
fde NaCl de 0. 15 Ny se reconcantrd por praciplta
/v) de PEG a pH 6. D o por ultrafiltrac;énlil [

Nilliporé d pes

una concentra
cién con 20;%

citrato de sodic 0,01 M a pH 7. 0. :,
a) METODO_ALTERNATIVO

fua vaciado saobre la resina y se dejf que fluyera libre )
del filtrojle resina fue lavada con 1 volumen { dekplasma%ghi;ielij de -
solucifén salina normal y 2/3 de valumen de Nall 0,15 M - liéiharﬂél M.
El AHF fue extraico can dos valGmenes de NaCl 0,6 M = lisina 0.4 M,el ex
tracto fue ajustado a pH 7.4 .La adicién de un buffer de msyor fuerza if
nica ( NaCl 1.5 M = lisina l H&) fall6 al querer extraer algdn adicional
AHF de 1a resina.Con el proceso de filtracidn en bdchnaer,el cual puede =
ser hecho a gran escala e incorparado s un proceao de flujo continuo,re-
quirié 2 veces m&s resina y su maxima extraccién fue lograca dnicamente
con buffer NaCl 0.5.% - lisina 0.4 M .Las factores residuales ( II,VII,-
IX y &) fueron ausorbxdos del. concentrado de AHF con 4 .mg/ml.  de. hxdrﬁ-
‘l‘AHF Fua obtenide y concentrado posterio:mente.

xido de alumznio.

YVelore Qpé#ibrEs
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2.-RESULTADDS 1

Aunque el peso molecular y el punto isoeléctrico del AHF son desconocji
dos,esta proteina fue adsorbida por resins de alte y baja densidad de =
carga con relativa facilidad.La capacidad de adsorcifn de AHF por la re-
sina parece varier con la densidad de carga ( Figura No. <2 ).S5in embar-
go,la extraccifin del AHF de la resina fue diffcil,recuiriendo grandes -=
cantidades de sal ( Figura No. 23 ) y una resina de baja densidad de car

ga ( Figura No, 22 ),presumiblemente pera reducir el nGmero de enlaces -

entre si y el AHF de alto peso molecular.

pH 5.5 ,se escogif usualmente el pH mayot. 

Después de que el AHF fue adsorbxdo sobr
rango donde la reszna estaba p
extraccifn era. en realldad;ba'
( Figura RNo.' 26 ) El hecho . de .
unido a la r°51na_ ,el AHF fus int

cialmente adsordeo P lectrostétzcas pera fue ratcnxdo por en

laces hzdrofﬁbxcos.Esfn fue‘comprobado por el meJorado efectc de: lus sol
ventes orgénicos o datergentes sobre la extraccifn del AHF { Tabla No 33)

Como se indicé anteriormenta,el AHF fue adsorbido sobre:la-resina-y:wy
chas otraa protefnas ( entre ellas el viWF ) se quedaron en #® sobrenadan
te,

£l uso de lisina mejoré sustancielmente la estabilidad del AHF ( Tabla
No. 31 ). ‘

Cuando los concentradas de AHF fueron oreparados con resina £ - 5 aprg
ximadamente =1 80 % del AHF fue adsorbido y aprox. el 43 S del hipoifti-
co ( 1 U/ml. de plasma ) fue extraido.iste material estuvo 50 vecééfpu--

rificacdo.

.~DJSCUSION

Los polielsctrolitos en fase sSlida de stileno/anhidrido maléxcu han -
sido empleadog en un sigstema inteqrado para el fraccionamiento de plasma.
Z1 procedimiento aquli descrito puede ser aplicado a cualquiér asdala,ya.

~ue la separacién de la fase s8lido - liquido =8 fhcilmente ldg;adé.Esta
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‘fraccifln es aislada y purificada por adsorcifn sobre ls resine,extraida
y concentreda por técnicas de precipitacién diferencial o por ultrafil--
tracién,

La adsorcién de las protefnas sobre los polielectrolitos y la extrac-=
cién de las mismas parece ser debido primariamente en hacer y romper en<
laces elsctrostéticos.lLa adsorcién ocurre ficilmente entre las resinas -
cargacdas positivamente y las proteinas cargadas negativemente.lLs extrac-
cifn es mejorada cuando la carga diferencial es disminuida al llevar el
pH de la mezcla cerca del punto isoeléctrico de la protefna o al pK de =
la resina,0 por adicién de Nall o otra sal. ‘

El AHF es f&cilmente adsorbido por las resinas pero es diffcil sU #Xe-
traccitn.Ya que el AHF probatlemente tiene un punto isoeléctricoabajo de
pH 5.8,el més bajo nivel de estabilidad razonable.En cualquier caso,la =
extraccién del AHF se hace con o sin sal a pH entre 8.5 a 9.0 donde el =
AHF es razonablemente estable y la resina no est$ muy cargada,

Ya que la cantidad de AHF adsorbido sobre la resina se incrementa con
la densidad de l® carga y la cantidad del AHF extraido en reslidad dismi
nuye con la reduccifn de la carga de la resina o cun'dn incremento en la
concentraci6n de sal { de 1.5 M e 3,0 M ds NaCl ),y los solventes argéni
cos y detergentes incrementaron el rendimiento, se concluye gque el AHF e=
fue atraido por la resina primariaments a trav&s de los anlaces electros
tfticos,perec aquellos onlaces hidroffbicos tuvieron gue ser rotos ademis
de los electrost§ticos para llevar a cabe la extraccifn,

€l papel de la lisina en la ayuda para estabilizar el AHF in vitro no
est8 adn entendido,no obstants,lcs experimentos han mostrado que este ==
aminofcido como atraos que possen un grupo amino libre ayudan a prevenir

la desnaturalizacifn del AHF,
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€-100,pH 8,0

| )
SOBRENADANTE RESINA
lE-S.pH 6.0 NaCl 1.5
| — M
snaﬁimnnamwe RESINA pH 6.0
£-100
| or 6.0 LLdLL X
SUBRENADANTE RESINA LISI- ==
pILUCION NaCl 1A HEPARINE
1:4 0.75 1.0 g % e
£ - 100 " M oEG
pH 6.5 oH NaC3 | ©
. 1 1.5
SGBRENADANTE RESINA 7.4 M II;ViI'lx
E - 100 pH ok cokc.
pH 7.0 5.0 pH
g 7.d
LA=
N
SUBRELADANTE g;gINA VAR o Aﬂﬁ
{156 ) T i10-% ULTRA-
: : L FILTRA
ULTR Ae EROE TG PEG cIoy
FILTRA - R L o
CIUN - 5&“

IALBUMINAI

{18KUNOGLODUL TAS

figura lo.2l.=-E8aquema para el fraccionamiento de plasma:ﬁ@maﬁd;cnn
polielectrolitos en fase sélida (Johnaon y cols,,1978)
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Fiéura No,22,«Efectos de la densidad de carga de las resinas
scbre la adsorcifin y extraccién del AHF de plas

ma humano.
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Figu;a No.23.«Efectos de la varicién de la concentracién de -

MaCl a alto pH sobre la extraccifn del AHF de -

la resina £ « 5,
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Figura No.25.=Efectos del tiempo de mazclada sobre la adsorcién

dal AHF del plasma y su extraccién de la resina --
£ -5
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NaCl 3.0 M. -

| Oweca 15w
PERTE E
EXTHAXDDEV
50
7.0 7.4 7.8 8.2 8.6 9.0
pH

figura No,26.=Efectos del pH sobre la extraccifn de AHF de:la..

regina £ = 5 a altas concentraciones de NaCl.
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Tabla No.30,-Efecto de los sclventes orgénicos o detergentes

sobrs la extraccifin del AHF de las resinas.

ADITIVC , % DE AHF EXTRAIDO
NINGUND L ;,1‘_ L. 40
ACETONA Cm e 5y

BUTILAMINA -

. 50
TWEEN = 80 )

Tabla No.3l.=Efecto de varios sditivos sobre la estabilidad del
AHF a 20°C y & 4°C .

% DE ACTIVIDAD DESPUES DE 24 HORAS

ADITIVO 20°% 4%
NINGUND 10 55
ALBUMINA 15 60
GLUTATHIONE 50 60
TRASYLOL . L 45 55

LISINA 75 o9
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Un METODO MEJORADD PARA LA PREPARACION DE UM INTERMEDIARIO
PURD Y CONCENTRADD DE_FACTOR ANTIHEMOFILICO PARA LSO TERAPEUTICO

1. INTRODUCCION

Un intermediario puro de factor aqtihehbfiiiéafﬁhéd' ser aobtenido --
de plasma congelado,por descungelamiéﬁtd de
precipitado,extrayendo 4el_AHFfdei crioprecipitad
una adicioha; purificaciﬁnxpc
hoold 'y tols.}i966’ 2wm

No, 27, 28y17 Este
pu:eza 1nt

tamenterpu

50073 1000 li-

troz da olaqﬂ: frasco cnncalado los cualcs mostraran no taner ant!nano
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"tanque encha--

Sharples.E

‘uprec1p1tado pesand{
cibn de- cr;op:ecznxtado usualmenté~LQ
en el lahoratoriu pesando- el restd

La axttacczﬁn del AHF del cr;oﬁ
cibn con hxdrdxxdo de aluminio est' -
Hershgold | V. cnls.,l966,cxcepto' 4
pitado fua"a ustsdo ‘a; pH

g de-crid'El pTO

éreasz:_;

1.=E1 p 5 con
HC1 0.1 N 1y
gar de bH:

ajustado a 7 D sigu;endo la’ ad;:zdn de lahiqnn cantidad de claruro de -
sodio 5 M y buffer de fosfatos 0,4 M.pH 7.1 a la solucibn final de AHF,
En ambos procesos,las soluciones cde AHF fueron filtradas itrsVEs de
un prefiltrd para remover las particulas y entonces filtrado estéril --
usando una serie de membranas con medida de poro de 1.2,0.,45 y 0.22 mie
cras,En la preparacifn dsl concantrado de altm potencia de AHF,las soe<
luciones fusron concentradas por ultrafiltracifn con un concentrador ==
Amicon DC-2 antes de la filtracifn estéril y liofilizaciln.Porciones ze
40 ml fueron puestss en viales dé)éﬂ'hi}lﬁﬁ cuaies fueron congelados e=
ripidamente con nitrégeno llquidd.Loé'viélés tcngelados fueron liofilie
zados en un congelador seco por. 96 hcras La temperatura mezia lﬂlClal -
fue de =-40°C y la temparatura Final de 28°C m&s manos 2°C.tas viales =a
liofilizacdos fueran reconstituidos =n 10 vl de . acua estéril 3 tempera--

tura ambiente (237%) o =n bado de agua & 37°C.
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La concentracifn ds proteina fus determinada por el método Je Diuret
(métode colorisétrico),usando albGmine bavina como estandar.La protelne
coagulable fue expresads como el porcentaje de protoina total y fue de-
terminades usanco la diferencia en protefins total antes y despufs de cog
gulado el fibrinégena con tromhina.le actividad del factor VII] fue de«
terminade por la prueba de PTT (Proctor y Rapspart,l96l.E£ste documento
describe una técnice modificada de PTT,la cual mejora el contacto de ac
tivacién del plasma pruebas,esto causado por la sdicifn del polvo de Kag
lin del reactivo de tromboplastina parcial),fFigura No.29.La recupere---
cifn y purificacién fueron calculados bajo la suposicién de que el plas
ma inicial contiene 1 unidad de AHF y 62 mg de protefns por ml.En parti
cular,sl plasma fresco congelado usado en este experimento contenfs un
promedio de 0.7% U con un rango de 0,54 @ 0,92 unidades por nl.

€1 gel de hicréxido de aluminio contiene 0.1446 g de hidréxido de -
aluminio por gra=o de gel.Una suspensifn de gel al 10s» en aguas destils-
da fue hecha y adicionacda a la solucifén del extracto de crioc en la can-
tidad de lﬂ'micrngramos de hidréxica de aluminioc por graﬁo de protefina;
la concentracifn de proteins fus determineda con un refractSmetro y nugé
vamente determinada con una curva estandar.

El buffgr de fosfatos 0.4 M y pH 7.1 fue preparado por adicibn de ==
145 g de fosfato de sodic monobfsico monohidratade y 420 g de fosfato =
de sodio dibfsico anhidro,aforando a 10 litros con agus destilaca.tl bu
ffer de fosfatos 0.4 M y pH 5.8 fue preparado por sdicifin de 460 g de =
fasfato de sodic monob#sico monohidratado y 94.6 g de fosfato de sodio

dibAsico anhidro,aforando a 10 litros con aguas destilads.

3. HESQULT:D0S

Las propiedaces de los métodos estandar y modificado,y los resulte--
dos de los 7 lotes de cancentradus de AHF preparados a escala sn al la«
boratorio se muestran 2n la Tahlsl?.L0s resultados de las preparaciones
a gran ascala,d lotes con sl método estandar y 6 con el modificado se -
muestran 2n la Tablal3.EZl concentrado de AHF por el método modificaco -
sa superior al concentrado del métoda eastandear,sn laos siguientes aspec-
toa:

l.=Eate tiene un tiempo de reconstitucién corto.tl promedio de tieme

po 8s recducido,a ascala en el laboratorio,de 4.0 a 2.1 minutos y en los
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lotes a gren escala de 3.8 a 1.7 minutas a 23°C.Se tomsron deliberade-=
mente viales dsl concentrado de AHF modificado de un refrigerador s
4% o inmedistamente se reconstituyeron con agua estéril a 23% y se sp
lubitizaron dentro de los siguientes 5 min,

2.-Este tiene una alta actividad espaci{fica.La actividad sspecifics
aument8 en los lotes a e¢acala en el laboratorio de 0,65 U/mg de protef-
na en el concentrado de AHF eatandar a 0,78 U/mg de protefns en el con-
centrado de AHF modificado.Y en los lotes a gran escala da 0,70 a 0.88
U/mg de protefna.Este mejoramiento en la asctividad eapscificas fue en -=
gran parte resultado de ls raduccién en la proteina total contenida en
sl concentrado modificada,psro no en la recuperacidn del AHF.La recupe-
racién de la actividad del AHF para ambos concentrados,estandar y modie
ficedo,fueron idénticosjperc la proteine total bajd de 426 a 34) mg/vi-
sl en los lotes a escals en el laboraterio y de 388 a 315 mg/vial 8 ===
gran sscala. .

5in embargo,la purificacifén del AHF con respecto al plasma se incre-
mantS de 41 a 44 veces en el concentrado de AHF estandar a 49-55 veces
en el concentrado de AHF modificado.

J.-Este contiene menos proteina coagulable.,No Gnicamente al concene-
trado de AHF modificado contisne renos protefna total gque sl concentra=-
do sstandar,adam8s,la proporcifn de protefns atribuible a fibrinSgeno -
fus tambifn disminuida.lLa cantidad ds prote{nas coagulable fue reducida
de 55 & 50% en el laboratorio y de 54 a 47X en los lotes producidos en
gran escals. -

d4.-Ests es estable a temperatura ambients después ds ser reconstitui
do en agua.La solucisn de AHF modificada retiene de 94 s 97% de la acti
vided despuéfs de estar a 21% por 24 horas y sl caoncentrado eatandar rg
tiene Gnicaments de 76 & B0% bajo las mismas condicianes.

S.=tl concantrado de AKF modificado reconetituido es claro y en geng
ral tiens mejor apariasncia que el concentrado estandar en solucifn.Anes
bas soluciones,no obstante,son ligeraments amarillentas.

Los concentrados de AHF cde alta potencia fueron obtenidos por concen
tracidn usando ultracentrifugacién antes de la liofilizacibn.Los viales
liofilizados conteniendo 1000 U de ARF fueraon reconstituidos en 20 ml -
de agua estéril dentro de los 5 =in.No obstanta,un tiempo m&s prolonga-

da fue observado en los viales obtenidos de la solucifin de ARF estandar,



123
4, DISCUSION

Las mejores cualidades obtenidas en el concentrado de AHF modifiClee
do son el resultado de una combinacibn de 2 cambios de pH en el proceso:
{l)Combio de pH en la mezcls con hidréxido de aluminia,y (2)Cambio de -
pH en la solucién de AHF final antes del liafilizade,S5e observd un in--
cremento en la actividad especifica de la solucifn resultante de AHF -~
cuando la mezcla del crio con el hidréxido de aluminioc fue puesta a pH
de 6.9 o 6.8 en lugar de 7.0.La proteina coagulable contenida en la so=
lucisn resultante de AHF disminuy8 considerablemente com el incremento
de la actividad especifica.No es acansejable bajar el pM de la mezcle -
a menos de 6.8 en esta etaps porque esta cause phrdides en la sctividad
del AHF.Tambifn esto puede resultar 2] quitar aluminio de la solucién -
{Jemes HL y Wickerhauser,1372},Fig,17 .No se encontraron dificultades en
la filtraci8n estéril de las soluciones de AHF preparadas por este pro-
cedimiento,usands estos valores de pH,Para obtener un buen resdimiento
y alta pureze del ARF fue seleccionado 8l pH de 6.85 més menos 0,05 ===
comoc el pH 8ptimo en esta etapa. .

Cuando el concentrado de AHF fue hecho usando una simpls modificae—-
cifn de pH (de 7.0 a 6.B5) en la etapa de adsorcién con hidréxidao de ==
aluminio,pero sin cambio de pH sn la solucidn final (pH 7.0),los produgc
tos moatraron algin majoramiento sobre los concentrados de AHF estandsar
en el tiempo de reconsatitucién,activided especifica y en sl contenido -
de protelna coagulable,pero no es eatable an solucién aespués de 2¢ hrs
de reconstituido.tl pH de las solucionas reconstituidas en ambos métoe
dos,estandar y modificado,es mayor (pH 7.8 ) que el pn Sptimo de 6.5 |
Vermeer y cols.,1976).ror esto,la disminucifn de la actividad del AHF =
sn estas soluciones despufis de 24 horas era ssperado,Aunque en el pro--
cedimiento egtandar al pH de la solucifn final de AHF ss a2justd siempre
a 1.0,después de la adicifn de cloruro de sodio y buffer de fosfatos,el
pH de los viales reconstituidos ss siempre mayor de 7.0.Esto es probae=
blemente debido a le baja concentracifn del buffer de fosafatos usado y
a que ls soluciln pierde CUZ duranta =l proceso de liofilizacifn.

jyeriendo obtensr un pH m4s neutro en los viales reconstituidos,se -
bej6 ®l pH de la solucil8n final de AHF a 6,55-6.60.Con esta simple modi

ficacifn de pH en la solucién final,pero sin cambio de pH del extracto
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del crio en la etapa de adsorcifn con hidr6xido de aluminio{pH de 7.D0j=-
es posible obtener un producto estable en solucién y con mejorada solu-
bilided.La actividad especifica y el contenido de protefna coagulable,=
de cualquier modo,quedé sin cambio.Los resultados indican que el concen
trado de AHF obtenido con las caracter{sticas enlistadas en la YTabla 32
y 33 (cambio de pH en le stapa de adsorcifn y en la solucién final)son
necesarios.Un simpls cambio de pH en cualquiera de les etapas results -
en un producto parcialmente mejorado.

Les mejoras obtenidas en el concentrado de AHF modificado,esto &s,--
tiempo de reconstitucifn de 2«3 min,mstabilidad completa después de 24
horas de reconstituido,mayor actividad eapecifica,menor cantenido de -
protefna coagulabls,mayor claridad y spariencia general,son caracterise
ticas altamente deseables pars un concentrado terapeGtico de AHF,.De e2g-
te nodo,el concentrado de AHF modificado es una slternativa aceptable «
y no se tiene que sacrificar rendimiento ni aumentar el costo con un --
procesc de alta purezs.Ademfs,las mejoras asociadas con.este concentra-
do parecen hacer factible el manufacturar de 500 a 1000 visles por la -
técnica de ultrafiltracisn sin afectar significativamente las caracte-o
risticas de ls solubilidad,

Un recients documento de Smith y cols,.,1979,indica que la etapa de =
precipitacifin an frio después de la adsorcién con hidréxida de alunminig
ey esencisl para la remocién ds protefnas impuras del extractoc de AHF.~
De acuerco con este método mejorado,la sdsorcifn con hidré6xida de siumi
nio es hecha a pH neutro a temperatura ambiente y la precipitacién en -
frio es hecha a pH ligeramente Scido.En ambos procescos estandar y madi-
ficado,la precipitacifin en frio es parte del procesc y se incorpozrf a -
la stape de adsorcifSn.tstos resultados indican que si la combinacibn ce
la adsorcién con hidrlxido de aluminio y precipitacién en frio es efec-
tuads a pH ligeramente fcido en lugar de neutro,una mayor cantidad de -

concentrado de AHF pueds ser obtenido.
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PLASMA FRIO

+ -]
(3% etanol,=5C)
Sobrenadantee. 1
Fraccionamiento de

plasma con la ruti- CRIDETANOL PRECIPITADD

na de Lohn. |
|

{0.02 1 puffer tris r 4~vrrecip1tado
pH~7.0,30 min.) Sobrenadante~factor VIII

‘ ; s residuo inso=".
(3% AL1OH) 3,5 min.) + fibrindgeno luble, fibri<< -

négena, facto--

{citrato de sodxo < res- adsorbie-"
0.02 M) T R aCTOR VILI | destINVILIX
~INTERMEDJARID TR
PURD
(14-30 veces
purificado)

(0.02 M Scido eftrim— |
co,pH-6.1-7.0) .

(1-5.8% PEG-4000, -
1-54 PEG-6000,15-30

min.) W
o - SOBRENADANTE-FACTOR:
(12-15% PEG~4000, """"""'f o
10% PEG-6000,15230 - - £
mlnn, ’ Tl

Sobrenaddnte = Sl L
PEG y trazas: de pro-
tefna - :

FACTOR VIII PRECIPITADU
L Con pea.

{0.02 M buffer tris
y 0.02 N c1trato pH
7.0)

7 FacToR viIt
- ALTA PUREZA

. (125-150 veces
“purificado)

Figura Mo, 27 Méﬁodo de. Newman Jack y colaboradores para 1a obtencifin -—=-
i "de un intermediario altamente puro de Factor VIII partiena
do de plasma fresco cong=l1io,usando Polietilen glicol de ===

4000 o 6000 de peso molecular.




Figura No.28.-Métodg de Hershgold E J. ¥y colaboradores (1966),
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SANGRE VENOSA . 'CEFALINA_  EXTRACTD DE BELL Y ALTON

i {tromboplastina. - {tromboplastina extraida
ANTICOAGULANTE ' ‘extraida de te- ' . de tejido.cerebral de co
(2 partes de scido: jido cerebral - ... neja)
citrico 0.1 M'mas - humano)

3 partes de citra«
to de sodio 0.1 M)
9 volimenes de san
gre mis I de anti-

SUSPENSION DE POLVO
coagulante. 7

DE KAOLIN. .
(2 gramos de palvo
en 50 ml. de SSF)

C“MEZCLAS IGUALES ,
< DE: TROMBOPLASTI=:

NA Y SUSPENSICN
DE KAOLIN :

PLASMA PRUEBA

(en. un: tuba)-

.2 ml.
Incubacién a 37°C

por 3 min. ] '
| Pzzcalentado g 37 7]

Se hace funcionar el
reloj

Se mgita =1 tubo vy se
regresa al incubador
Después de 30 seg. de
adicionado el cleoruro
de calcio y a inter=="
valos de 5 geg.se in-
clina suavemente el -
tubo

CCaGLLO
(se para el reloj)

Figura Nc.2%Técnica de Proctor y Rapaport para Tiempo de Trombo-
nslastina parcial com Kaolin, .
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Tablal2.Propiedades de las preparaciones de AHF estandar y mnd;fzcads--

hechas en el laboratorio.

AHF Estandar

AMF Modificado

Tango promedio rango promedio

Tiempo de reconstitucifin
an minutos:

s 23X 2.5-6.5 4.0 1.5-2.5 2.1

s 37% 1.5-3.5 2.3 1.5-2.0 1.7
Potencia de AHF,U/vial 235=359 295 230=382 290
Protefna coagulable,% 5I=60 55 4855 50
Protefna,mg/vial 168-466 426 258=442 341
Actividad especifica,U/mg. 0.42-0.77 0.65 0.55-0.97 0.78
Purificacifn sobre plesmas 26=48 41 34-61 49
(veces) o
pH 707"8-0 7-8 7-0-701 7.0
Actividad después de 24 h,% 69-92 8o 89-100 94

Rendimiento,U/litro de plag

227-1325 269
ma :

222-310 263

Tabla 33 .Propiedades de las preparaciones de AHF estandar y modificado

hechas a gran escals.

AHF Estandar

ANF HModificado

rango promedio rango promedio
Tiempo de raconst;tuc;dn
{minutos’a 22°C 25 3.8 1.5=2.5 1.7
Pbotencia de AHF,U/vial 261-270 265 246=314 275
Protu!na.mg/viol 332-464 388 252-40C 315
frotefna coagulabls,% S0e57 54 43=53 a7
Actividad especifics,U/mg. 0.58«0.81 0O.70 0.62-1.06 0.88
Purificecidn sobre plasma J6=51 44 3966 55
(vaces)
pH 1477  T.6 6.7=7.0 6.9
Actividad despubs de 24 h,% 67«89 76 88100 97

Rendimiento,U/litro de plag 193-219 214

1922255 221
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BREPARACION DE _FACTOR ANTIHEMOFILICO Y FIBRONECTINA A PARTIR

fl R 1TAD P MA_HUMAN

}.~NTRODYCCION

Este articulo presenta detalles de un proceso,compatible con las prég
ticas actuales de almaconamiento y fraccionamiento de plasma en los Bane
cos de Sangre,sl cual da como resultado un alto rendimiento de un concep
trade de AHF y una preparacidn de Fibronectina plasmitica purificada adg

cusdos para pruebas clinicas(esta Gltima técnica no ser$ tratada agui).

2.-MATERJALES ¥ METODO
APERIMEN PR
alUso de polistilen glicol
Un procedimiento comunmente usado para la purificecién del AHF =3 la
precipitacifn de componentes{primeramente fibrindgeno)de el crioprecipi.
tado con 3,5 & 4% de PEG a pH entre 6,5 = T,0(Brinkhous y cols.,196B;eu=
Newman y cols.,1971}.Una serie ds experimsntos sobre sl afecto de la cop
centraciédn del PEG,fusrza ifnica y pH no concujeran a identificar las --
condiciones apropiadas para la separacifin de AHF y fibronectina.lno de =
estos experimentos se presenta a continuacilng
Tratamiento de extractos de crioprecipitado con PEG.ELl crioprecipita-
do fue extraido con 3 vollmenes(w/v) de buffer Tris-HCl 0.002 M pH 7.0 y
tratado con AL(OM),.Seguido de la clarificacién,ss adiciond citrato de -
sodic a una concentracifn final de 0,02 My el pH ajustado s 7.0 con «e-
haOH 1,0 M y HCl,Siguiendo la adicién de PEG 4000 a la cancentracién ine
dicade,las muestras fueron mezcladaes por 10 minutos a temperatuza smbien
te v clarificadas por centrifugacifn.El AKF y la Fibronectina fueron de-
termninados en el sobrensdante.
Las gréficas de la figuta No.JO sugieren que 8 6% o 8% de PEG & pH 6.1
o 6.5 se favorece una relativamante mayor precipitacifin de fibronecting
en comparacidn con el AHF en ls fase liquida.De cualquier mado bajo es--
tas condiciones por srriba de S0% del AHF se pierde.
5S4 se observa la figurs No.JD es fAcil ver que @ 4 de FPEG no es posis
ble ssparar AHF y fibronectina,



131

b)Precipitacién en frio

Desde los estudios de Smith y cols.,1979 se ho mostrado que la tempera
ture de 10°C favorece la precipitaci8n de contaminantes de la solucifn -
de: ARF,el efscto ce la concentracibn de citrato a pH 6.4,6.6,6.8 sobre
1a solubilidad relativa cdel AHF y Fibronectina a 10°C fue estudisda,Vae=-
risciones en la concentrecifn de citrato de 0,001 a 0.020 M han influen~
ciado grandemente la solubilidad de la fibronectina,mientras que la solu
bilidad del AHF permanecif relativamente alta {(ficura ro.31). Tambifn, =
con citrato 0,001 M y ligeros cambios cde pH afectan grandemente la sSolu-
bilidad de la fibronectina con considersblemente pequefios efectas sopre«
el AHF. ) )

Separacifin de AHF y Fibronectina, El crioprecipitado fue lavado con 4-
vollmenes (w/v) de Suffer tris-HCl 0,02M, pH 7.0 s 0°C, y entonces extra
ide por 20 minutos con 2 vollmenes {w/v) del mismo buffer a temperaturae
ambienta. Seguido de la adsorcién con Al(UH)3 y clarificacién, ol pH’fue
ajustado s 8l valor indicado (6.4,6.6,6.8) con &cicdo cftrico 0.1M. Para-
llevar )a concentracifn ce citrato e 0.04 M y 0,02 H, buffer cit:atﬁkde-
sodio/4cido c{trico fue adicionado al valor de pH asignada. Fa;téﬁ#éraﬁg

ra fue reducida a 10°C y el precipitado removide per centr;ngéciﬁn'

AHF y la Fibronectina fueron determinados en los sobrenadaﬁiég;méi’ciio;
precipitadd fue lavaco, como se describe al principio de esté eipériman-
ta, con sl prop8sitc de remaver el plasma intersticial (wickerhauser y =
cols., 1978). o
METODD PHINCIP AL

¢l crioprecipitado de plasma humeno fue preparado a partir ue plasma -
congmlacdo proveniente ce sangre tratada con citrato-fosfato-cextrosa-ade
nina=l{(CPDA=1), E€1 crioprecipitado fue aislado (a pecuefla escela) por el
uso de una centr{fuca de banco de sangre refrigerada y a gran sscala en-
una centr{fuga de flujo continuo.al crioprecipitado fue almacenado conge
laco s -30% hasta su uso. Posteriorments fste fue lavado con buffer e
tris=HCl 0.02 M pH 7.0 entre 0 y 29 con une relscifin de 1 & & (w/w), E1
nrecipitada rico en AHF fue racuperado y extraido a 20-25°C en buffer ==
tris-HCl 0.02.M pH-7.0 con una relacién de 1 a 2 {w/w) basade sabre =] -
neso original del crioprecipitado. La suspensién de hidréxide de alumi--
nio (8xido de g;umijiq_?%);fue adicionado a una concentracifn final de =~

dn {v/w) y-ﬁosferiurhé%té fue removido por centrifuga=ién. El pH del ===
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fluido sobrenadante fus bajado & 6.5 con Scido citrico 0.1 M y la tempa-
ratura reducida a 10%, El precipitado rico en fibronectina fue removido
por centrifugacifn, Cloruro de sodio sflido fue adicionado al fluido so=-
brenadante a una concentracifn final de 0.05 M, y el pH fue ajustado a -
7.0 con citrato de sodio 1 M. Esta solucibn fue filtrada & través de un=-
filtro (Pall PB,Cortland, NY}, concentrada de 2 a 3 veces por ultrafile-
tracifn en un cartuche hueco de fibra {Romicon PM 36, \oburn, MA), file=
trado estéril, congelado y liofilizadqd figura No.32 ),

1. -REJLLTADDS
En la tabla No.J4se describen las variaciones de actividad y rendimien=
to durante las diferentes etapas del presente método de obtencidn de fag
tor VIII, '

La principal p’rdida de AHF y proteina ocurre durante la etapa de pre=
cipitacifn a 10°C, debe sar enfatizedo que sl relative buen 8xito de la-
subsecuente filtracidn depende de la remocién de ls fibronectina. El B1l%
de la fibronectina presente en el sobrenadante de hidréxido de aluminio-
precipite durante la staca de precipitacién a’'l10%, Un baneficio de la=
remocidn de una canticad considerable de fibronectina del AHF fue la mee
jorada recuperacifn del AHF seqguida de la-filtrzcién estéril, ademis de-
una disminuida Srea de superficie para filtrar, En adicién, las propiedg
des dinfnicas de la solucién resultants de AHF permitif el uso de ultra=
filtracifn como una etapa de cancentracin en lugar de concentrar por e=
precipitaci8n con PEG o otros agentes,

El producto ha demostrado gser hemostlticamenie efectivo, estatle por -
més de 2 afles almacenado a 4%¢C y a 329 por 13 meses, y soluble en 85 ag
gundos cuando reconstituido.

La potencia del AKF se determiné per la técnice en una etapa ds Lange-
dell y cols., 1953, (figura No.ll )

4 o~ DISCUSLON

Los problemas mfs frecuentes durante la abtencidn de AHF sons bajos ==
ranuimientas, pobre filtraci8n, baja solutilidad seguide de la liofiliza
cibn, E1 AHF producido por asts método sec caracteriza por su rfpida soly
bilidad, eatable durante almacenaje y spropiado para use humano., €1 fd--
cil manejo de la solucién de AHF tanto como au résida solubilidad como -
producto final, probgblemants fue una coneecuencia de la remocidn de la=-

fibronectina durante la etapa da crecipitacifn a 10°C,
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-

AHF : FIBROMECTINA
- rluo - -
6.8 “ .8
X . 6.6 ]
6,4 < de
Solubi
L e 50 r lidad-
]
v ) g Y Y 0 = Trva > -
0 0.01 0.02 CaTaTe i) 3.01 0.dz

. - ) . .. .
Figura ho.2l.=3eparaci8n de AHF  Fibronc~*ina ~2r =~recisitacion en frin.
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SANGRE 4= CPDA-1

’.ELASHAFERESXS
PLASMA
L LONGELAMIENTO/ DESCONGELAMIENTO

| CENTRIFUGACION
PLASMA ]
(Pabre de crio) CRIQPRECIPITADO

ALMACENAJE 2 -20°C

ngTﬂACCIUN EN FRIOsLavado con buffer
triseHCl 0,02 M,pK 7.0 a 0=2°C
[RECUPERACION '
CRIOPRECIPITADC RICO EN ANF

[EXTRACCION A TEMPERATURA AMBIENTEs
buffer tris~HCl 0,02 M,pH 7.0 &
20-259C

(HIDROXIDG DE ALUMINIO AL 2%
. PRECIPITADD e eFNTRIFUGACION
e SOBRENADANTE

[ADICIUN DE ACIDG CITRICO 0.1 M
[AJUSTE DE TEMPERATURA A 10°C
[ CENTRIFUGACION

PRECIPITADD gmmmeme]
(Fibronactina)SBBRENADANTE
ADICION DE CLORURD DE SOD1O
AJUSTE DE pH A 7.0
FILTAACIONsfiltro (Pall PH,Cortland)

JULTRAFILTRACLON: cartuchos de fibra
(Romicon PM 36,Waburn,MA)

FILTRACION ESTERIL
[CONGELAMIENTO

L I0F ILIZACION

ANF CONCENTRADG

Figurs No.32-Método de Horowitz y cols.,1982 pecs la abtencifn de AHF
y Fibronectine
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Tabla No.BAeFactnx antihemofilico producido por el Banco Lentral de

"kNeQ'Yth (promedio de cinco lotes)

PROTEINA AHF

ETAPA LITROS  mg/ml g TOTAL u/ml  RENDINIERTO  u/mg"
EXTRACTO EN FRIO  77.84 3.46 266 0.14 2 0.04
EXTRACTO A.TEMPE_ -
RATURA AMBIENTE ~  5§3.04 1559 10,42 98 0.34
SOBRENADANTE i vn o o e : L
AL(UH) 5 51:04- 0,43
SGERENADANTE 0.93
FILTRAD 0.87

ULTRAF ILTRAD
LIGFIL1ZADO"
{20 m1/vial)

® ACTIVIDAD £SPECIFI
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DISCUSION CENERAL

En esta parte del trabsjo discutiré les diferentes técnices -
utilizadas en la abtencifn de concentrados ds factor antihema
fi{lico humano y sus resultados. Ademas, como hacer la mejor -
eleccifn de la técnice, tratamiento y pruebas de coagulacién,

para finalmente emitir las conclusiones,

A. QEJEVINOS

Los trabajos de investigacifn agqui descritos tienen como -
principal objetivo aumentar sl rendimiento y pureze de los ==
concentrados de factor antihemofilico, tomando como referen-
cia los métodos e investigaciones hechas por otros autores,

A continuacibn ss presentan los objetivos particulares dee
cads método, sus tBcnicas y resultadoss

Método A=-]

Obtencifn de crioprecipitados a partir de donaciones sime-
ples de sangre (uso de sistemas de bolsas).

M8todo A=2

Los autores pressentan un método con sl que se obtiens un -
mayor rendimiento de factor antihemafilico durante la crioprg
cipitacién por adicifn de PEG=4,000 al plasma inicisl a une =
concantraciln final de 1% (w/v).

Méto =

Este mftodo tisne como objetivo observer el efacto de las-
siguientes variasbles sobre la recuperscifin del crioprecipitae
dos

a) Elecciln del snticoagulante (ACD o CPD)

b) Edad del plaams

¢) Duracifn de=l descongalamiento

d) Grupo sangufnso (ABO)

MEtogo A-4

Jescribir una técnica de obtancidn de crioprecipitados por-

reunidn de 2 & § donacionas de plasma sanguineo en un sistema-
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abierto,

M8todo Ba]

El propbeito de ests trasbajo es la obtenciln de un concen-
trado de factor antihemofflico precipitado con glicina y come
parar slgunas propiedades de éaste can las de un concentrado -
de bsje potencia,

Método B2

Con 8ste procedimiento, un producto relativamente sstable-
de alts pursza pueds ser hecho en cantidades de miligramoas., -
Esta preparacién es epropiads para asstudios fisicoquimicos y-
biolSgicos. -

Métodg B-3

Mediante el método descrito aqui se pretende obtener un -
concentrado eltaments puro mediants el uso de Defibrase (enzj
ma parecide a la trombina) pars ramover el fibrindgeno ds can
centrados de factor antihemofilico de baja pureza.

Métagdo B-4

Usanda sl método de obtenciln de James y Wickerhauser - =
(1972), aes pratends obtener un concentrado de factor antihemg
filico usendo como materis prima plasma provenients de sangre
slmacenada de 4 g 6 dfas antes de su separscifn, es decir, ==
plasma no fresco.

283940 f-3 )

€l documento deecribe como la extrsccidn fraccionsds del =
crioprecipitedo, usando la temperaturs como parfmetro princie
psl, puede ayudar a incrementar la purezs y potencia del con-
centrado de AWHF sin sdicionar slgdn nuevo resctivo al sistems
bastndoss este tlcnicae en sl método de James y Wicksrhauser-«
11972},

Hisodo B-6

Obtenexr un concentrado de factor entihemof{lico s partir de
plasmas humsno, por sl uso de resinas (copolimeros de stileno/-
anhidrido mellico sustituidos con dimetilaminopropilemide).
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Método P=-7

Los autores demusstran en su reporte que sin secrificar -=
rendimiento son capaces de producir un concentrado con mejor-
calided y con las menores modificaciones al pracsso esstender-
basado sn el método des Hershgold y cols., 1966,

fdtodo D=

Obtencidn de un concentrado de factor antihemafilico puri-

* ficedo, el cusl se logra wmediente la sspsracién de ls Fibronsgc

tinas en uno de los paascs.
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B. IECNICAS
étod -

Sangre con anticoagulants ACD o CPD es centrifugada, conge-
lade y posteriormente descongelads a & °C por 18 8 24 hrs, El-
crioprecipitado es separado por centrifugscifm y congelado a -
« 20 °C hasts su uso, A cade bolss de crioprecipitado ee le &~

.diciona de 10 a 20 ml, de solucién salina estéril y se descon-
gsle a 37 °C en un bafo de agua, para ser usedo dentro de las-

2 hrs, siguientss.

Hétodg A=g

Después de haber separsdc sl plasma de la sangre sntera y =
congelarse /descongslarse a 17 °C. ss adicionas PEG & uns con-e
centracidn final cde 1% y se sjusta el pH » 7.5, se cogela el =
plasme<PEG & =70 °c y s descongels 6ste obtsniéndoss el crio-

precipitadoe,

Método A-J

La sangre fue almecenads por pericdos de tiempo variable =«
(2,4 o 18 hre,) entes de la seperacifn de) plasme por cantrify
gacibn, El plasme asl separado fue congelsdo inmedistamente ye
procesado como se describi8 anteriorments, para obtener datos-
zeferantes & la slaccifn del anticoagulante, a la edad del «==
plasma, a la duracifn del dsscangelamiento y la importancia e
del grupo ssnguinso de los donadores.

d -4

Se obtienen crioprecipitadas individusles de donacignes ine
dividusles por congelamiento/descongalsmisnto del plesms. PosS-
teriormente se juntan de 2 a 8 crioprecipitsdos en una sola =-

bolea.

LLITLI D

Pers ssta técnica se utilizd sangre extraids en citrsto sl-
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4%, del cual se obtuvo un criopracipitado que fue redisuelto-
y precipitadc posteriorments con PEG {peso molecular 6,000).-
Al sobrenadante obtenido se le adiciond glicina 2.3 M, el pra
cipitaco fue disuelto, vaciadec en viales y liofilizado,

Coma material iniciml ee utilize crioprecipitados, sl eise
lamiento involucra la adsorcién de contaminantes con AL(UH)a.
cromatografia en columna sobre citrato trisfdicoecslulosas, --
pracipitacifn con concanavalins A, filtracién en gel de agarg
sa y precipitacién con PEG.

Métoco 8-3

Despufs de la obtencién dsl crioprecipitaco fste es sometie-
do & la accién de la Defibrass por perfodo de 1 y 4 hrs. y pog
teriormente se separa el fibrinégeno.

Ep el otro experimento descrito equi, s un crioprecipitado
obtenico en presencia de dextran se le adiciona Defibrasa, se
separa ripidamente el fibrindgena formado y se deja ¢l sobre-
nadante por toda la noche a 4 °C y se centrifuga. Para concen
traxr =1 factor VIIl, 9e adiciona etanal a una concentracifn =
final del 15%, el precipitado es recuperado, recdisuelto y ex-

traido pasteriormente de una columna de Sephadex.

Método Bad

Se utiliz6é como base el método de James y Wickerhauser =
(1972),

Se intentd mejorar la pureze y solubilidac del AWF tomando
viales obtenidos mediante el método antes descritc, a los gue
ss les adiciond PEG 4,000 & 22 %. Los pasos mis importantese
ss describen a continuacidng

s) E1 pH de la solucién iniciel (visles reconstituidos en-
ssus) fue ajustedo de T.J & 6.5.

b) Se adiciond PEG a una concentracién de 4,5% pera el pri

mer experimento y 4,0% en el segqundo.
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c) Se separ8 el precipitado por centrifugacifn y se desech&

d) Las soluciones scbrenadsntes fueron ajustedss a pH 6.05-
y se les adicion8 PEG @ uns concentrasciln finai de 11%.

#) Los AHF obtenidos fueron recuperados por centrifugacifn-
y disueltos despuéas en buffer tris-citrata,

Método B89

Para incrementar la purezs y potencia del concentrado de ==
AHF preporado por el m&todo de James y Wickerhauser (1972), --
las sigquientes modificaciones son introducidess

a) Une stapa de extraccidn sn frio fue incorporada para ree.
mover las impurezas solubles en frfo, El crioprecipitado fus =
sxtraido con buffer tris 0.02 M y pH 7.0 {4 ml/g de crio) a =~
o °c.

b) E1 AHF fue recobrado ce la potcidﬂ insoluble en frio por
extraccisn a 21 7C con el mismo buffer, Para incrementar la --
concentracién del AHF, =sta segunda stapa de axtraccifin fue --
rmalizeda con pegueflos volimanes de buffer (2 ml en lugar de =
J=d4 ml/g de crio).

S5e utilizé sangre CPD, 1la cual fue centrifugads dentro de -
las 6 hrs. sicuientes a su recoleccién,

Se probd la adsorcifn del extracto con cantidades incremsne
tadas de Al(DH)J, a saver 0,43, 0.65 y 0.86 ml/g de crio.

La stapa de axtraccifn en frio se realizé con buffer tris--

HCl en un experimento y con agua en el otro,

Método p=6

Plasma tratado con anticoagulantes as meazclado con £-100 a=-
pH 8.0 y 4 % por 5 minutocs, se centrifuga o filtre. £1 sobre-
nadante es tratmdo con -5 a pH 6,0 y 4 °c. posteriorments se-
lave con buffer NaCl 1.5 MelLisina 1.0 H.pH 7.4. Para extraer -
el factor antihemof{lico, el extracto ss concentrado por ultry

filtraci8n y precipitecién con PEG.
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Método B~7

Esta t#cnica se basa en el método de Hershgold y cola., --
{1966), al cual se le efectuaron las siguientes modificacige-
ness

a) Ajuste del pH del crio-extracto a 6.8-6.9 mientras se -
mezcle con el Al(OH)J.

b) Ajuste de pH de 1a soluci8n final antes de la liofilizg
cibh a 6,5«6.6.

M&todo_DeB

La etapa mfs importante de ¢ste mltodo es la separacifén de-
ls fibronectina (la cusl pusde ser purificada posteriorments).
Deapufs de la adicifin del AI(DH)3 y centrifugacitn, se agregé«
§cido citrico y se ajust8 la temperaturs a 10 oC. precipitando
de asta manera la fibronectina, Esta precipitacién en frio fa-
cilits las filtraciones subsascuentes, logrando incluso la cone
cantracifn por ultrafiltracidn en lugar de precipitecifin cofe-

PEG o otros agentas,
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C. RESULTADOS

En el cuadro No. I se muestran los difersntes métodos‘de obtencifn de
concentrados de factor antihemofflico, en el ce aprecisn las caractéer{s-
ticas m8s relevantes del producto y una serie de comentarios que. son el_
resultado del anflisis de cada t&cnica. Las hu;lazgos mén§ionados ante--
riormente pueden ser aplicables al mE&todo especifigb:ﬁéfdfigen o pueden_
consicerarse aisledamente uno o varicsrde eliosfbé¥i>$diéidnursa a algfn

procedimiento en particular.




CUADRO koI

HETCHC

HTAPAS CLAVES/COMENTARIOS

. fiD¢naciones indi
'viduales de sap
o gre.
::Sotisface

50% del presen=

A-1 ¢ - Dool d4n

~'ma fresco,
‘P1125.U/bolsa.’
 ;fP15§m§_"

'+ Sotieface

0,48 u/ng de =
i ‘proteina

“PUs 25 Veces con -
respecto al plas
ma.

A-2 ‘Johmson

1979

’;gtg_gnﬁgg1_p1as—_; _

1)

2)

1)

2)

3)

MEZCLAR PLRFECTANEKTE LA --
SALGKE CON EL ANPICOAGULAN-
TE.

EL CRIOPRECIPITADO LS DiSe=
CONGELADO LN BANO DE AGUA A
37 °0 Y DEBE SER INYECTALO=
DENTRO DE LAS 2 HRS. SIGUI-
ENTES.

LA SANGHE DEBE SER ALMACENA
DA A 4 °C DURANTE EL PERIO-
DO PREVIO A SU CENTRIFUGA=-
CION,

EL CRIOPRECIPITADO SERA SE-
PAKADO INMEDIATAMENTE DES--
PUES DEL DESCONGBLAMIENTO -
POK  CENTRIFUGACION,

CON EL PHOPOSITO DE QBTE-
KLR UN CKIOPRECIPITADO CONe
VAYOK CONCENTHADO DE AHF Sk

srt



NKETODO

AUTOR " ANO °

CARACTLRISTILAS DLL :
Si CONLENTBADO i

o ETAPAS CLAVES/COMENTARIOS

Wenslen R.T. 1980

?: Anticoagulente
" ACD= 55 U,
CPD= 76 U

-EDAD DE PLASMA:

2-18 h= 62-68 u/
crio,

68 u/orio~
GRUPO A:
- 89,7 uw/erio

- CONGLLAMIEN%O T
,,PIDOx -

ADICIONO PEG - 4,000 AL =«

4)

5)

1)

2)

PLASMA INICIAL A UNA CONCEN

TRACION FINAL DE 1%,

EL DESCONGELAMIENTO DEL ===
PLASMA A 2 °C DIO MEJOR REN
DIMIENTO DE AHF,

CUANDO SE AJUSTO EL pH A =-
7.5 DESFUES DE LA ADICION-=
DEL PEG SE OBTUVIERON MEJO-
RES RESULTADOS DE RECUPERA-
CION DE AEP,

EL PLASMA RECOLECTADO EN -~
CPD DA MAYOR RENDIMILNTO -«
DEL CRIOPRECIPITADO DE FAC-
TOR VIII,

EL PLASMA FRESCO (EL SEPARA

RADO Y CONGELADO ENTRE LAS-
18 HUS, SIGUIENTES A LA RE-
COLECCION DE LA SANGRE) DA«
EXCELENTE RECUPLRACION DE -
PACTOR VIII,

sy



METOLO

AUTCK

e

ENTRADG

. CARACTERISTICAS DEL
: CONC L

| ETAPAS CLAVES/COMENTARIOS

" Mentitov

e ',i9é3A"'
. ' J.E.- ‘.’717;;’.‘ i :

’Jég.j u/bolsa

lﬂiklECi;Satiaface
- PEi Satisface

)

4)

1)

2)

EL DESCONGELAMIENTO RAPIDO-

DEL PLASMA (2.5 HRS. & 8 °C)
FAVORECE LA RECUPERACION DE

ANF,

LOS CRIOPRECIPITADOS DERIVA

DOS DEL GRUFO SAKGUINEO A

CONTIENEN 28X MAS ACTIVIDAD

DE FACTOR VIII QUE LOS DEL~

GRUFO "ow,

LA REUNION DE 2 A 8 CRIOS -
EN UNA SOLA BOLSA ES UN ME-
TODO ACEPTAULE PARA AUMEN-~
TAR LA CONCENTRACION DE LOS
CRIOS DERIVADOS DE DONACIO-
KES INDIVIDUALES,

SE SUGIERE EL USO DE CRIO-
PRECIPITADOS COMPATIBLES -=-
CON EL GRUFO SANGUINEO ABO
PAKA EVITAR QUE 10S GLOBU-=
LOS ROJOS DE LOS PACIENTES
SEAN QUBIERTOS POK ISOAGLU-

Y



ETAPAS CLAVS/COMENTARIOS

METODO AUTOR ARl CARACTERISTICAS DEL
- CONCENTRADO
TININAS
Bet Brinkhous 1968 EC: Satisface 1) EL CRIOPRECIPITADC FUE Dl--
K. ¥P: Crioprecipita-- SUELTO Y SE LE ADICIONO PEG
dos. 6,000, ESTE FUE ESCOGIDO --
+ 1,050 u/vial PORQUE SUS SOLUCICKES SON -
PU: 162 veces POCO VISCOSAS Y KO CAUSA ==
AE: 1,600 a 5,500 = DESNATURALIZACION A TEMPERA
u/g de proteina, TURA AMBIENTE, PARA FRECIPY
Es Satiaface TAR EL FIBRINOGENO,
S: Satisface 2) SE ADICIONO GLICINA FARA w=
GE: Satisface PRECIPITAR EL F=-VIII CON EL
s . PASO FINAL,
Be2 Legaz M.E. 1973 MP: Crioprecipitados 1) LA ETAPA DE ADSORCION CON _
' PU: 500 Veces con =- Al (OH); SIRVE PARA REMOVER
respecto al crip FACTOR VII,IX,X, PROTRCMBI+
precipitado y -- NA Y FIBRINCGENC,
3000 a 5000 ve== 2) SE USA LA CONCANAVALINA PA-

ces con respecto
al pluema
Satysface

Por 2 semsnas,deg
pues de 4 Hemae=

RA PRECIPITAR EL FACTOR ===
VIII ¥ LA FILTRACION Ek GEL
DE AGAROSA PARA SEPARAR EL-
FACICR VIII DE LA CONCAMAVA
LINA.

ert



CARACTERISTICAS DEL
CCNCENTRADO,

ETAPAS CLAVLS/COMENTARIOS

Lopaciuk S.

'"Nléke;héuéer i976

nas 50% .
¥P: Plasma citrate-
do, _
AE: 2530-6250 u/g -
de protefna,
PUs 200 - 400 veces
Es Por 48 hrs, a =
temperatura am-
biente, una se-
mana a 4 °C y 3
meses a - 25 °C,
PE: Satisface,

MP: Sangre almacena-
da de 4 a 6 dias
(Plasma no frea-
co)e

GE: Satisface

: 5.8 = 7.9 u/ml,,

32.7 u/ml,

H: 6,5-9,6, 100

S: 1 minuto
ReE: 60%

1) SE UTILIZA DEFRIBRASA ( ENe

ZIMA SEMEJANTE A LA TROMEI-
NA) PARA RENOVER EL FIBRINQ
GENO.

PARA CONCENTRAR ZL F-VIII,-
UNA ETAPA DE PRECIPITACION-
EN FRIO CON ETANCL FUE EN--
PLEADA, ADEMAS EL CONCENTRA
DO SE HIZO PASAR A TRAVES--
DE UNA CCLUMNA DE SEFPHADEX
PARA SU MAYOK PURIFICACION,

LA SANGRE ALMACENADA POR _
ARRIBA DE 21 DIAS EN FRIO-
CONTIENE AUK EL 60X DE LA-
ACTIVIDAD ORIGINAL.

HAY PEQUENA HEMOLISIS EN =
SANGRE ALMACENADA FOH MAS-
DE 6 DIAS.

LA ETAPA DE EXTRACCION COK
VOLUMENES REDUCIDOS DE BUF
FER, 2ml. EN LUGAR DE 3 --

6t



METODO AUTOR Afo CARACTERISTICAS DLEL
CONCEKRTRADO,

ETAPAS CLAVLES/COMENTARIOS

B-5 Wickerhauser 1978 MP: Flasma fresco
M. _ PE Y GEs
Satisface
RE: 225-247 u/litro
de plasma
PU: 40-45 veces
S5: 5 minutos

4)

5)

6)

1)

2)

POR GRAMO, CAUSA MENOR FIL
TRABILIDAD Y SOLUBILIDAD,
LA ADICION DE 1 A 2% DE ==
GLUCOSA O 1% DE GLICINA AN
TES DE LA LICFILIZACION ME
JORO LA SOLUBILIDAD DEL =
PRODUCTO.

LA EXTRACCION A TEMPERATU-
RAS MAYORES DE 20 °C AFEC-
T0 LA PILTRABILIDAD.
CUANDO SE UTILIZO PEG AL 4
% EN LUGAR DE 4.5% PARA ==
PRECIPITAR EL FIBRINGGENO,
LA SOLUCION RESULTO INFIL-
TRABLE,

EL LAVADO DEL CRIO A-5 °Ce
CON 8% DE ETANOL FARA RE-
MOVER LAS PROTEINAS OCLUI-
DAS INCREMENTO LA PUREZA=~
DEL AHF,

EL PLASMA CONGELADO ES COR
TADO PARA AUMENTAR EL AREA

osT



METODC AUTGR  aARo ‘CARACTERISTICAS DEL
: ‘ L " CONCENTHADO.

BTAPAS CLAVES/COMENTARIOS

. P: 24,3 u/ml.
Bt 29 hre.-91%
ai53ﬁeaés 5 ©Ca
C 9%

- EXPUESTA Y ACELERA EXL DESe

3)

4)

5)

CONGELAMIENTO.

LA PRIMERA ETAPA DE EXTRAC

CION SE REALIZO 4 O °C Pa-

RA REDUCIR LA SOLUBILIDAD-

DEL AllF PERMITIENDO LA EX-

TRACCION DE LA PROTEINA SQ

LUBLE, ,

LA SEGUNDA KTAPA DE EXTRAC

CION DEL CRIO PUE LLEVADA~

A CABO ENTRE 20 Y 22 °C ¥A

RA FACILITAR LA EXTRACCION

DEL AHF.

SE OBSERVO QUE LA .ADSORCI-

ON DEL EXTRACTO DE AHP CON

CANTIDADES INCRENENTADAS -

DE A1 (OH)4 0.65 0 0,86 --
ml/g., DE CRIO ( NOKMAL 0.43
ml/g) DA COMO RESULTADO LA

DISKINUCION DE LA ACTIVIDAD
DEL F-VIII.

st



METODO AUTOR ARO CARACTERISTICAS DEL ETAPAS CLAVES/COMENTARIOS

CONCENTRADO
B-6 Johnson 1978 MP: Plasma 1) MEDIANTE ESTA TECNICA SEe
- A, PE:; Satisface OBTIENE AHF SIN vWwF,
' GE: Satisface 2) LA TECNICA INVOLUCRA: AD--
RE: 43% SGRCION SOBRE LA FASE SOLX
PO: 50 veceB con == DA ( POLIELECTROLITOS,EX==
respecto al plag TRACCION DE LA FASE SCOLI-
ma, DA Y CONCENTRACION POR UL=

TRAFILTRACION O USANDO PEG).

- EN LA PRIMERA ETAPA SE -
USA E-100 lmg/ml. PARA -
ABSORVER LOS FACTORES II,
Y11,IX Y X. SE CENTRIFU-

GA O PILTRA, EL SOBRENA-
DANTE CONTIENE AL ¥-VIII.

- EN LA SEGUNDA ETAPA SE =
USA E=5 60 mg/ml.SE LAVA
ESTA CON NaCl PARA RENMO-

VER LA ALBUMINA Y OTRAS-
PROTEINAS, EL FACTOR VIII

SE EXTRAE CON BUFFER NaCl .
1.5 M- LISINA 1,0 M A PH ™
T.4. SE USA BETONITA PA-



METODO AUTOR Ako

CARACTERISTICAS DEL
CONCENTRATO.

ETAPAS CLAVES/COMENTARIOS

o7 Ll DI, 1980

. MP: Plasma
““Gke ' Satisface

52 5 min,
AL: 0,88 u/mg, de
proteina,

PU: 49-55' veces

E: Satisface,

1)

2)

3)

RA REMOVER EL FIBRINOGE-
NO DEL SOBRENADANTE,

- EL SOBRENADANTE SE CON-
CENTRA POR ULTRAFILTRA-~
CION Y/O POR ADICION DE=-
20% (w/v) DE PEG.

EL pH DE LA SOLUCION DE ==
CRIO FUE AJUSTADO A 6.85 -
ANTES Y DESPUES DE LA ADI-
CION DE Al (OH)5 10 4g/g -
DE PROTEINA.

LA SOLUCION FINAL FUE AJUS
TADA A PH 6.55+6,60 ANTES-
DE LA LIOFILIZACION,

SI SE COMBINA LA ADSORCION
CON A1 (OH)y Y LA PRECIPI-
TACION EN FRIO A UN pH LI-
GLRAMENTE ACIDO EN LUGAR -
DE NEUTRO, UNA MAYOR CON--
CENTRACION DE AHF PUEDE ==
SER OBTENIDO.

EST



METODO AUTOR Aflo CARACTERISTICAS DEL ETAPAS CLAVE/COMENTARIOS
CONCENTRADO.
L8 iorowitz B, 1984 MPs Plasma 1) EL LAVADO DE EL CRIOPRECI-
GE: Satisface PITADO CON BUFFER TRIS MOl
EC: Satisface 0,02 M pH 7, ENTRE 0 y 2 °C
E: 2 anos a 4 °C CON UNA RELACION DE VOLU--
18 meses a MEN DE 1 A 4 (w/w) AYUDA A
32 9¢. REMOVER EL PLASMA INTERSTI
S: 85 seg. ~ CIAL, MEJORANDO LA PUREZA,
AE: 0,91 u/vg. de 2) CON EL FIN DE REMOVER LA -
proteina FIBRONECTINA, DESPUES DE--
RE: 51% o LA EXTRACCION DEL CRIO --
P34 u/mle CON A1 (OH); A UNA CONCEN
S R TRACION FINAL DE 4% (v/w),
R SE AJUSTO EL pH A 6.5 Y LA
TEMPERATURA A 10 °C, EL --
PRECIPITADO FUE REMOVIDO ==
FOR CENTRIPUGACION,
3) LA SOLUCION RICA EN AHF «=

FUE CONCENTRADA POR ULTRA-
FILTRACION EN LUGAR DE PRE
CIPITACION CON PEG U OTROS
AGENTES ( AL HEMOVER LA FI

BRONECTINA SE FACILITA LAe

142 4



MEL0DO AUTOR ARO

CAR.. CTERISTICAS DL ETAPAS CLAVE/COMENTARIOS
CONLCENTRALO.

FILTRACION).

DONDES

MNP=
GE=
Pk=

Ps
AE=
PU=
Rb=

S=

EC=

MATEKRIA PRIMA
GRAN ESCALA

PEQUENA ESCALA

POTENCIA ,
ACTIVIDAD ESPECIFICA
PURIFICACION

RECUPERACION DE AHF
ESTABLE

SOLUBLE

EFECTIVO PAKA USO CLINICO,

§ST
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D. ELECCION DE LA TECNICA

Ls eleccifn de slgGn método en particular o alguna (s) parta (s) ds

#llos se puede hacer tomando en cusnta las respusstas a las siguisntss
preguntas:

) 1.-

20“

3.’

‘o.

50‘

tCon qué tipo.de materis prime ss cuentae?

Posibilidadess

s) Danaciones individuales de saengre

b) S-ngx- almacenadas por verios dias antes de la separecifn del
plasma,

c) Plasma

d) Crzioprecipitsdos.

(Qué tipo ds concentrado se desea obtener?

Posibilidadess

») Crioprecipitedas en bolsas indlvidual,l.

b) Crioprecipidedos resunidos ds varias donsciones.

¢} Concantsados del factor sntihsmof{lico.

(Can qué pureza se desea obtener sl producto?

Posibilidadess )

a) Concantradoe de bajs pureze &l 1l o 10 veces (purificacién -
con respecto al plasma).

b} Concentrados de medisna purs:ze L

s 10 a 100 veces (purificee
cifn con respecto al plaswms.

c¢) Concantrados de alte pureze
ci8n con respactoc sl plasma.
& Clesificacién segln Brinkhous y cols., 1968,

iQué cantidad de producto se xeguisce cbtenar?

Posibhilidadess

s) Procedimientos a pequefis escala.

b) Procedimisntos a gran sscalas.

Lu 100 & 1000 veces {purifica--

¢ Con qub equipo y materisles s cuenta?
Los peasas e seguir song

8) Revisar primeramenta que squipo y materisles son ussdas en-
los procedimientos.



187

b) Con quf equipo y materiales se cuenta ?

. ©) Adquirir el equipo y materiales faltantes

o= (Quéf uso se le quiere dar al concentrado?
Posibilidadess
a) Uso clfnice

b) Uso no clfnico (Investigacién)
7.= ¢Cudl es el costo de manufactura del producto deseado?

Una vez contestadas todas y cada una de las preguntass antes mencionadas,
1a cleccifin del o los mBtodos o parte de ellos y sus posibles combinacio=-
nes se facilitar8,

En el cusdro No,I] se observan los 7 puntos a cubrir para la eleccifin_
del m8todo, relacionando 8stos con les tScnicas mencionadas en la parte -
medular del presente trabajo. Esto con la finalidad de facilitar la répie
da y fBcil eleccifin del mBtodo m8s convaniente a cada interés particular,



CUADRO No, I

ELECCION DEL METODO

PURIFI-

(a) (b} (e} (d} (a) (a) (L) (e)

A-1 B4 A-% B-1 A-1 A-2 p-4°  B-4 b-4 B-1

A-3 A-4 B-2 A-g BT * A-2 Bl
B-3 _ Aeg B-20 - B-5 Bad
8-5 S BeB B
5-8 S Beglo Be7
B-? S i Beg i Ba 8

Sl Bar e T

A-1: 125 U/fbolsa. . < i
A-3: 88,7 U/ario .
A-d ;1

29.1 Ufbolea
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€. TRATAMIENT

Desde hace muchos efics se viene usando provechosamente los productos sap
gu{neos humanoa para el tratamiento de diversas afecciaones hemorrAgices,
El cempleo de sengre entera o plasma fresco tiene limitaciones que obede-
cen a su escasa eficiencia, su volumen y su precio slsvado, pera al ha--
cerse disponibles las prepasraciones & base de factorss de la coagulacifn
se han desarrollado m#tocos mfs efectivos paras el tratamiento de 1a hemg
filia A (U.M.S.. Ginebra 1982; Yriginer J. y cols., 1979).

A continuacién presento una revisiln de los productos comunmente uSd--
dos en el tratemiento de la hemcofilia A,

. La sangre fresca, cuyas ventajas en su administracifn son: una hemos

" tasia mejor, dada que se administran hematies y placuetas; fécil y o
bligada administracifin para la repasicién del volumen on la hemorra-
gie si #uta se ha producido (0,H.S5., Ginchra 1962; Urbarisk S.ds, ==
1977). Comp desventajas: necesidad de donantes compatibles, riesgo_
de sensibilizaciones, peligro de sobrecarga circulatoria, inyeccifn_
innecesaria de atros componentes, baja concentraciln de factor VIII_
v transmisifin de enfermedades (0.M.5., Ginebra 1957; Urbaniek S.d.,_
19775 Triginer J. y cols., 1979; Leavell 2.5, y Thorup 0.5., 1978},

;”Ef"ﬁiéggﬁ, tuyas ventajas son: raspicdez de obtencifn en estado conge-
lado, menor depcndencia del grupaje (0.%i.S., Gincbra 1982). [Inconveg
nientes: peligro por r~obrecarge circulatoria, pbrdids do sctividad -
cduranta la separacifia, inyeccifin innecesarie de otras fracciones, ==
concentracifn taja del factor V1I1, rescciones allrgicas y transmie-
8ifn de onformedades ((,MeS., Ginebra 19823 Rizz2a C.R,, 1577} Leaa=s
vell B.S. y Thorup C.A., 1378; Kasper C,K., 1975).

Las crioprecipitados y les concerirsuas del factor VIII son ambos Gti-
les para la terania de surtituci8e en enfermos de hemofilia A (C.lMeS., =
Ginebra, 19823 Burks E.R., 1975).

_ Los crioprecipitados contienen adamfs del factor VIII, factores de -
Yon Willebrand y fibrinfgens en cantidades suficientes pars compene-
sar su carsncia. Por otro lado, el factor VIII se pueds emplear para
detensr hemorr&gias on personas non enfermedad de Van Willebrand o -

insuficiente fibrinfceno plasm8tico (0.%.5., Ginebra, 1987},
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51 bien lus crioprecipitados se aplican en cantidades mayores y se -
requxere mad tiempo para prepararlos y administrar las infusiones, =
que an el caso de los concentrados, su rendimiento (30 « 45 %) y mew
nor costo de slaboracidn son ventajosos (0.MeS., Ginebra, 1982).

En la’ actualldad el criopracipitadc se usa fundamentalmente en el --
tratamiento de pequeilos accidentes hemorr&gicos, hemartrosis, hematg
mas musculaies. tambi&n pucden ser usados en la terapia en casa ew-=
(Pool J.G. en Erinkhous, 1975), etc., mientras que para la préctica_
cirugfa, en que se deber8n utilizar dosis del orden de 4,000 a 6,000
unidades\diari&s. el volumen de crioprecipitados serfa excesivo y se
pbvfiﬂre el us o-de'concéntredos de factor VIII (D.M.5., Gineb:é 1982;
Triciner J, y cols.. 1979) Desventajas: reaccionas slérgicas, fran

cantxdad de- materzalrlncompatxbla (ABO) que puedes causar’ humdl;sis -

hacen

ra cl éutourntaplﬂnto donlc;llarxo. La ob‘tantc.

g0 osté- lxratada sor-factores de fndele oco

3asg, por rnstrlccxunes a su inportacifn (L.h.k,, Glnebra, 1952).,Los

~fectos & largo plaza por cl uso dﬂ prupnracionen de Factor VIII sang
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estimulacifn a la creascifn de antfgenos contra el faétor VIII despuéc
de varias infusiones, transmisiln de Hepatitis virica, hemBlisis deri
vada de la presencia de isoaglutininas de los grupos sanguinecs, crea
cifn de inmunoclobulines antiinmunoglobulinas provocedo por la inyec-
cifin repetida de inmunoglobulinas gue sc encuentran en todas las pre-
paraciones de AHF (D.M.S5., Ginebra, 1382; Leavell B.5. y Thorup 0.A.,
1978; Drinkhous K.M., 1968; Rizza C.R., 1977; Kasper C.K.,_19751,”ad5
m4s, del alto costo y bajo rendimientd (Burka E.R., 1975). ﬂi_’."

Como se puede observar, los productos de mayar uso por'sué'ca:asﬁeéisti
cas son los crioprecipitados y los concentrados liofilizadnsfdé‘faéféf -

vIll.




‘Pruebas de Coarulacid(
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F. PRUEBAS DE COAGULACIDN

Lms t8enicas usadas en los diferentes m8todos do: obtanclﬁn de factur -

antihemofflico descritos aqui, paras la determ;nac;dn de’, la co‘cant:acxdn
de factor antihemofflice humano se menciona a cont;nuac16n

Pruebas de Coagulacx&n

Fool y Robxnson, 1959
Liggs.y cols., 1955
Langdell '

~réacti~

=obre -

1978).
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GONCLUSIONES

El trabajo que aqui concluye titulado Revisidn Bibliogréfice de los
M&todos de Ubtencifn del Factor Antihemofllico,preaenta 4 diferentes -~
técnicas pars crioprecipitados { A=l a A=4 ) y B paras concentrados de =
factor VIII humano ( B=l a B=8 ),enfocados a la actividad coagulante.=-
Siendo las primeras técnicas de los afios 1975,1968 y las Gliimas de los
aflos 1983,19684 pars crioprecipitados y concentrados respectivamente,Con
lo antes mencionado,se cubzxe £l objetivo primario de la presents tesis,

En el primer capftulo,Generalidades,ss mencionan dos importantes acon
tecimientos en el tratamiento de la Hemofilia A.El primera,es el descu-
brimiento de que an la Hemofilia A una protefna { F = V1I1 ) era defi--
ciente o no existia en absoluto y que podia ser reemplazade con sangre
fresca o plasma.fEl segundo acontecimiento fue la organizecifn,poco des-
pués de la Segunda Guerrs Mundial,de los servicios de transfusifn de ==
sangre, Investigaciones posteriores encontraron que el factor VII1 se dj
sociaba en una fracci6én de bajo peso molecular,que consarvaba la ectivi
dad coagulante,y otra de alto peso molecular,que era portadora de las -
actividades del antfgeno relacionado al factor VIII y el factor de Vone
Willebrand.Exiasten grandes controvearsias acerca de las relaciones que -
guardan estas tres entidadas sntre si,algunos autores consideran que =e
son tres aspectos funcionales de una misma molfcula,mientzras que otros
creen gue se trata de tres moléculas distintas y para los restantes se
trata de un complejo molecular,Tampoco existe un acuerdo g=neral respeg
to al peso malecular del factor VIIl ( actividad coagulante },encontrap
dose gue var{s entre 100,000 y 365,000 .

£n =2l segundo capitulo,Métodos de Obimnciln del Factor VIII,se presen
tan separadamente las técnicas pars la obtencidn des crioprecipitados y
concentrados de factor VI1I,Para los primeros se susle utilizar como ma
teria prima donaciones simples de sangre,Se pueden utilizar los crioprg
cipitacdes individuales o reunirse para sumentar ls cantidad de unidedes
adminiatradas,S5e ha encontrado que entre oiros factores,los siquientes,
increamentan el raendimiento y la purezs del producto:sl uso de plasma ==
fresco,la recoleccidn del pleasma en LPD como anticoagulante,el descange
lamiento répido y la adiciln ds PEG.Adem8s,los cricprecipitados daerivae
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dos del grupo sanguineo A" contienen m&s actividad de factor VIII que
los del grupo "O".Por lo que respecta a los concentrados,las materias =
primes que se suelen utilizar son los crioprecipitados o directamente =
el plasma.las etapas claves o recamendaciones de cada método son presen
tadas en el Cuadro No, I .

En la seecifin,Discysién General,se presentan los objetivos individua-
les,un resumen de las técnicas y los resultados més relevantes.Haciendo
énfasis en las etapas claves o recomendaciones anotadas en el Cuadro -
No. I ,las cuales son el resultado del endlisis de cada métade y pueden
ser tomacdas en cuentas,entre otros casos,para enriquecer la metodologia
de alguna técnica en particular o para disefer nuevos procesos,Como un
segundo resultado caolateral al objetivo primario de esta tesis y apoyo=
do en los comentarios presentados en la parte dec Rccultados y Tratamien
to,es factible consluir que todas y cads una de las técnices presenta--
das son de utilidad prctica y que le eleccifn de alguna de ellas depen
derf bfsicamente da la gque se desee o de lo que se disponga,Con el pro-
p6sito de faciliter la répide eleccién del método que m&s convenga a cg
da interes en particular,disefé el Cuadro No. 11,2l cual est8 estructu-
rado e2n base 8 la respuesta a siete preguntas b&sicas,las cuales se prg
senten en la seccifn caorrsspondiente,zelacionadas 8stas con les tlcni--

cas mencionadas en ls parte medular de este trebajo.
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