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PHEFACIO 

f·iec:innte el presente estudio bibliográfico .se pretende -

::~~~:" i::~r~::i;;~··~º~::vj~.t6t{!J~fü~:~:1~i~e~rd:~zH~:·~~·~m·:·~~·i:= 
co hurnPno ( actividild é:·~'aglJl~~t~)~~ pa·r·tri~~:i/e '?i'~~m~ ~b~:fetS, 
pa inicial; súnC!J:·~l ;ob'jP.Úllo>pr{m~iio\ú::pre~fü~.~; ,al~~.~éls~ 
de lar. Tbcnii:~s d~ Obt~n~f6~·'.'de"ci1'apreC:'i[íúado~;y~·Concentra-·. 

doc. d;.::c:::.~~i~·I.:;t§ enf~c~do::~i~ia'.pi~~enJa~ci·~:~I:u:~~l~s~~~~c-· · 
nicar do UbtenciO~· d~ C:~i6c;i;cw~~;dosy tÜ~~·~~ri1j¡jdÚá~i'f~(;;.: 
~or 'll Il, debido principalmente a que en la 11i:tualidE.Jd :.i:~tes:.. 

::t:~:~::i::ei~·~i:m~·i~{·i~·e/( ~::~~:~~~.~~{i~I~f~~~::t¡:J!I~:z:~. 
:·.,,_ <' -, _··;\ __ _ 

neral ~~ motivo, p~incipal,. de iHtri ;=·~b;j~":e's~i fJ~~;a~;fen.la~o en 

10• si tuoc:i.Ón de qGe, ~si bi~ri· poi el moine~tb fe;H~mofilia A -

es un pariocimicnto·· cUEl noafecti·a·tg~g/a-di.~~~~;~,cJ~''j_~dfiVÍCy_ 
:is, pero ~ mP.dida .que se a.Jlican m6s'ahi~1i.amente .ias tlicnicas 

de dingn6stic:o se ob~erva que la ·.incidér{ciden tbdos .los pa­

!r.es tiende a igualarse,._ur1caso.porc:od¿:<l.o,ooov~rones co.¡.;. 
:j, , Ginebra, 1982),; Y e's .muy ·~;~~:b~l;~~~;J,;~ó;te'- ~'G~ero .. ~um~nti 
d p=incipal~ente por dos mlJtivo~~ ¿~ primer lu'gar, .el nGme­

ro de enfermos que fallecerán ~n ,su juventud disminuye hoy en 

li1n, por lo riue habr6 mayor ~anticlad de pacientes que 11lcan-­

cen le edad ádLÚtá; C:n sec;~nr!o\é~mino, es previsible que es­

tos hcr:iof1li~~;~qu~ 'lleg".n a .le eclad adulta se casarén y ten. 

dr6n hijas qlJ'c ~er~n portadoras .:·e le enfermedad, las cuales­

ª :;u >;ezr te.,dr6n una :iropo::ci6n de descendencia masculina -­

con la mism;i dOlenCÍ¡¡. :':ste .'.!Umento 1 obviamente, no ser().apa:.:. 

rente ha¡¡ta la sC?t;unda i;oncraci!in (Di9gs R,en Rizza C,;R., --

1900). 



• 
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INTRODUCCION 

Durante el daaerrollo da este trabajo,el cual tiene como -

principal objetivo el presentar 12 diferentes t6cnicas ( 4 -­

pera criopracipitadoa y 8 pera concentrados ) para la obten-­

ci4n del factor sntihe•of1lico humano ( actividad coagulante) 

ae tratarin 101 temea de une •enara concrete y directa.En •l 

ce10 qua ••• necesario profundizar 1n algGn punto en particu­

lar •• tomarin en cuente las rafarenciaa anotadas por loa au­

tores y •• obtendri da su en6liaia notaa,teblaa o grlficas -­

qua axpliquan lo que •• requiera. 

En al Cep1tulo Pri••ro,sa hablarA sobre la Hiatoria d• la 

Hemofilia a11 como 101 espactoe Gen6ticos da la mis••· Conti­

nuando con el Proceso de Coagulaci6n Sangu1naa, al Papel del­

ractor VIII en la Coagulaci6n, Sin6nimos pare el rector Anti­

hemofllico, Alteraciones Cong6nitaa de la Co1gul1ci6n y 1u -­

Diagn4stico en el Laboretorio, y par1 finalizar algunos aspe¡ 

toa Bioqul•icoa del rector VIII. 

En el 5egundo Capitulo, aa preaenta primar1menta una pequ! 

"ª resafte hiat4rica de las tlcnicea de obtanci4n de prepar•-­

cionas usadas para el tretamiento d• la Hamofilia A. Y segui­

damente, la• Tlcnica1 de Obtenci6n de crioprecipitedos y con­

centrados da factor VIII, describiendo el Objetivo d• cada -­

une, l• Metodologla aeguide, loa Reactivos y Materiales, 101-

Re1ultedoa y 1us Conclusiones. Ceda tlcnice incluirl lo entes 

••ncionado de una •enera organizada y separad• de les otrea,­

de eate menara ceda une aerl tratada independientemente de •• 

la1 deml1, permitiendo as1 su rlpida y flcil consulte, raspe• 

tendo en t~do mo•ento la originalidad de cada tAcnica. 

En la Discusian General, ea presentan de una menerA reaum! 

de loe Objstivos de cada tAcnice, los pasos prir>c:ipales pera­

l• obtenci4n del producto o loa cambios mAa importante& llevs 

dos a cebo sobra les tAcnicaa 1atsndnres, lo' ~esultados mAs­

raleventes •• presentan an ol Cuadro No. I poniendo meyor ---
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énfosia en lAs etapas cle~~s o comentarios. Continuando con -

lH metodologia seguida para la Elección de la Técnica m~s a­

propiada .a cada interes .• en particular. Despu6s del trat.amien~ 

to, las Pruebas de= Coa\luiaci6n usadas.Y final~erite .. Íes ConclJ:L 

sienes a e¿te:tr~h~j·~{ • .· · ; ,Yf ·· '}>~· .· 

tor. 

tes1 

~ 8 e :t::~it:!·Jf:t~~j~~~i1f e'.~~~~·t1t:J:·~~fo~,f.[·~!Mtti:!~f·~~~=·. 
---·--~-;;;_:,;_.o, ''º~--·«·.",_,-~ ~.".ó;-,, .• , • . ·:. ''·'. ·'/' ,. ' .o•··: • •. 

', ~:~(-~ :'·!:'.}·;::· o-;;~-~-~~-~~-~'.~;~:~~-~7l,~~~;._~\;~ :~;:~i:Jj .=.~~~ S"':.··.::;:_;\~)-~:,\t<'•. 

·· ·· MElltY~~§:·~Nc·{l~E• ••IiJor:l<~ ~lt!/it~s·:~ ,;~·· .. ~;;~t) {;; J .. i9~~··. 
s10s1s~P11á1Ews~' iX:tC~~'íTgc0~·ª~~r1 ;i.jji:1~t96'9~r9a~ ····· 

TR
.A .. CT. 5'.• •. ··i·•.• .. •· ='ic'cL~·f.·••:~·; ·-~···'e"'...,:·:.;;.{,: _- -~°':.:·., e:·:o .,.- l~V;.~:;,.;_-----

EM BASE ( EXCC:RPTA MEDICA) >~n ~ •ci•·:.J.i~ .:i~i~1i;~i<. 
CASEARCH .. {CHEMICAL ABSTRAcr's)· ·;~~V ;t: ·19~2~i9a~ 

--,~,· ·;~~; .;'[;{_•;;::_-~' - --

AdemAa de la informaciOn proporc'io~dáip~r la ri.i~isÍ6n -

HYLAND de loe Laboratorios TRAVENOL, durante el tiempo que lll 

:ior~ en el primero { l9BO. - 19éÍ2 )~ 





lO 

g.'JERALIDAOES 

A. HISTORIA 
. . . - . 

La hi~toria de,le liemofilie e~ probablemente. :terí- antigua -
---·,··'· ... , ·_; __ , ·:. '- .... ,_.-·., .. -e._,., ... ·· 

como lñ del:mundb~pcró·i~·difusi6ride··9u i:~nocirriie'nto:se de-····· 
be en gran :~.art~\a'.•loá~·desten,di·~~t.~si4e{r'a-·~;g~a~v.ictbri~ ··•(Jg 

nos P. , Úie h1~·~·f·~~·:.G;I.:C•'t"~l916 ):~~~\·';l"'ff.·";~·.:,;ci~/T<;fo.'•· ~·<i· 
-.. :. 

Hace un .·.pC]c.o· .•• •m.ás de •.. ··JD····áí'!os'i1'~ mayor!a dll¿i~~<f,~r;';ºf!licos~.· .. 

~¡:¡:;~:~.i~!~~¡~~tll!l!ll!!lf 111Jllí~~ti 
~ri! deficiente o no exist!!I ~~ ~b~eiutc:i'y'c¡~/p'odi~'';~er r~em'." 
pl ñ zr.da con sengra. fre~da '·o) p.l~'s~~;· El'. ség'ünii~ a'cclntednient.o · 
f'1.- la organizaci6n, pl1co'4es~~~~,~~~ lil s~g!J~~a güerr~'.niun-­
oüll, de lori ~e;v~c~~~ c!~.;tro_ill!}usiÓrÍ cié. ;iar¡gr¡¡ (Janes P., --

,:-_ :·.:.- -
l'J 7ü). ~j;~{:)~'. o<' .. :/~: ,~(:;~ .. '. .: .. -_:. 

d, G~l·ETiq .• ;'~;J~?<.~. )'.~'~< 
La hemofili~ :i'i)~i "unii~enferi:leda\:l-~caracterTialle par una 6a: 

j '1 ~·ca11e~ntracil5n d.'al f~ctti~ V 11 l en. el plasma, Se hereda por­
un ras\~º racesÍ.vó'11gai:ia<-~i é~~·~~ (L~M~ll Ó,5, y. Tharup O. A.,-
1978 i Kasp11r c/K~.·. i,9·~.4/~'.'Nci,b~si~iife;~ciei 30 al so% de las hs 
.11:1 r !lieos car'l.icen de :a~i:'f)~é'Cientes!f~~ú.i'ar~s de. esta en farme--

~:~e:. ª:ª ~~~~¡~~~ii·~~~·g~:rirt-~~f{Gi~it~~~Ri~~fii~.ªm~t::~~: · ::p:~: 
;ie1!1 ¡¡ otra au~que 8 ~~ciiaa:q~:~'.{sé}apfi~anmás ampliamente las 
~ r.cnicas dn-diagn6sti~~'s~ 'O'IJl!erJ'af~~~¡¡=J.~~·: i.ndderi"cTfi,fiend~ a..:­
i,,w al arr;o en todos los p~!!los; Se i:i'.ée c;ue .E inciden~i~'real­
~:; ce uno p.:Jr c1il'ia io ,~oo vá;;;;;';"t(~'~r\§·• _ G~.~eb.t:~; -~982). 

C, Clit\GUU1C1GN 

LE' im:iot·tand.a de la' COl\1JUhci611 san i;¡Ulnall 'ha sido reconac! 
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do desde los tiempos m&s remotos. En los antiguos escritos -­

hebreos ya se describe la hemofilia como ~n:estado patológico, 

Y lnG leyes de aquel tiempo establ~eian que sL~Lprimog!ni to­
mor!e a causa de una hemorragia provac~cia paiÜa circ~iicÍsÍ6n, 
los hijoG 

Del misma 

siguientes quedaban dispens!'JclOS .de:~~ll ceremonia, -­

modo, las antic;uas. leyes· famÚia;;;· 'ci'~ Egip'to prohi-

bi1rn que un" :->ujer tuviere m~s hijos sisu primog!nitc·mfl~fa;.'.;.~ 
a cons.ecuencia de una hemorragia ~~us~d~ po~ u~e héric:ia~l~ve;c -
(;lanul'll .. Hyland Sobre Pruebas deC~~~uiaci6n).-········ ·- > 

El sistema ce coag•Jlaci6n mostrado. en .la 'figJra ~Jo}' f~~ '....:.>: · · 

~::a:~::::::: a:~::r ::r::;::d; ~ ~:~~~l :-~~-~~~ ·f~t~~~~rtfr;J¡~-~i~ --
J w i e::.·.;. y f•~jikawa K., 1975; Winttcbe y coi~~.l97•tÍfüack--· 

-:·. '· . ', ,:·,_ -.. ~ 

3ori C.M., 19e0), con sus modificaciones, pero 0 Ue fue 'inicial-

m~nte edoptado por Davis y Ratnoff ~ri'i~64. 

Como se muestra en la figura No.I, el sistema de·coegula-;;";;;;;;º 

=~6n Hanguineo ouede tier visualizado como una cascada.de ~eic­

=ianeG =istint3s en las cuales una protelna precursora as ion 
verücic~ oe GU forma inectiva en circulaciOn a su formá-actiJ~';- -

iradit:!.onal:nante·ar-sist"er.la a~ coagulaci6n ha sido dividido en 

~os caminan: el camino intrlnseco, el cual inuolucr~ componen­

t~c normalmente presentes en la circulaci6n y al ca~ino •xtrln 
- .. 

s::ca, el cual irivolucra un factor tisular en edición a las co!!l 

ponentec sanguineos, La ¡::iropegaci6n del pro~asá _de 'coaguliici6n 

ocurre a lo largo de la trayectoria mo~t~ada~p~r.i~s-fl~chas-­
negras eslaconando las eifpses las cuiies rodean el nombre del 

factor de cor19ul~ci6n, Las lineas p~~t¿;das'.~on circuitos de • 

re ~roalimen taci6n o, al i::a~o d~ la ~ac~~i.6~ d~l factor XII a sa-­

crre el 'Jll, y el facJar VII tVIla) _sobre el IXo los factores • 

cru:a~os par-lineas parecen unir~~os~caminbs lntr!nseca y ex-­

td.n:ieco, Lao reacciones de retrcalimentacii5n prov,ocan la ace­

ler3ci6n de los ~rocosos du coagulaci6n com~ un resultado da -

la a~tivaciOn oe las dos proteina:i cofactorcs, V y ~111 (en e9 

ta cA50 p~r ln tro~bina) a VII y IX por Xa y Vll o VIIe respe¡ 
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tivamente. Los procesos de activación cíclicos al principio -

del camino intr1rtseco han sido referidos como una activaci6n­

rec:1proce. Excepto pa~á\';lá é:cÍrwe~s.i.\~11 de jib~inOgímo a'fitiri­

na y en las este~a~ ag·i'.as cuales los factores' XII y xi''·~~~ .;; 
activados, )ód;~¡~·s·;e·~ccionP.s se p.i.ensa que ocur~~·~y~~b·~~·~ 

o. E('P.'~PÚ DEL f"ACTCR VIII EN L11 co:,GULACIOtf ; .. 
.. ;-,:,:_-:,-:_~-~- ·~:~~ -·---.\~::-~---'.:i'.··~· 

Chavin 5.1~ ¡· 1964menc:iona en su articulcfr ; 

a) L~~~y~}¿~~P. las prote!nas plasm~~ic~s las .¿~~~·;s par-

ticipan an ia' 'coai:;ulac:i6n son proteasas ser!nicéi~;<L;~s '.dos m~· 
yores P.xceoci°ones son el factor V :/ Vl fl; 'qu~· per~cen caricer. 

Ce ?.Ctividad enzim(itica !/ Consecuentemente Se piensa'.que SOn~ 
cofectores no cataUticos cuyas preci;ia_s;funciones perma_necel) 

b) Ustorud 

:nen:<: inhibió 

. '· >)(~. 

y Rapaport, usar6ri': ant.ir.üe~o .el cual espec1ficá.; 

el Jactar .v1I1Xt1' ra'ctor.Ix,: mas t.r!!~do ;qG~)1cis--···· 

factores VIII y IXa nffrsúa&"e,~1:a~•pfesante~ sir!J,ul~é~eamen,te ... · 
rara obtener·.1.a mll~ima:.·~:eci1JC:C:i.6~def<tiempode cciáguf!!ci6n. :__·. 

tllos concluyeron:ique~l~~~f~~t~r~s./I Xa~yi.VÍ i l~=f~~man~:uri~compl~·­
jo oim·o1acular,··~;l\SC,;-·.~~~plJg•~~·t~¡;neüs1ta~ e~ t~r p~~·~~~t-~s y-

o e ti vos si~u.Ú§n~~~·~At'~%~ralo~~~~ ia óptima ·~ct:i.~i~aci·· CP.l 

f11ctor X. tri .la :é~;~L1·~;éÍ.6ri origini>L de la c:ri~~~1;Ci6n e;, cas-

e ad n , e 1 Lfuani: ...•• dtob·.·····l~ •• a::Vd·.······.l·······'Jf ... l.·······;·D·.;·. 
5

ruv·.·.•.•.e
1
:···ep, .. :enm ••....• 

0
s a

5
. c;~'or········a:rc ... o~rn'.·· el ~u!! t r a't ci p·a~e el f ;i e-_ 

i.cr IXü, ~ _ '~Ú~; 1ié1'.fa·~f~~.'1;(~~tÍ.va~ 
r.:o en UnF!' en;Úm~ ·11i··~~~iLfe'~ccii6n~,;~~n~i f'~cit6'~ .. :iJiz"l'>61JnvÍ::í:-­
tiP.nco al segunca:ren, ün prod(JC:to'~ctivacio; elL,;i~J;i.·;.~C~1·~r~ h -

coagulaci6n "· Al tes conC:entrac:ion~s\Ciel;f~cfor~·1 Xa~pu~den. ver- • 

.:iatierr;mcm te activar él f a~tor "•11lr, paro;ia illi?~rt·~~cia'de es­

te ca:nina· no es foi:JáiJ1a"conodilo~•'"~ ;~.~.~ •.-~-:+~,~~-·· ~. 

c) El tratan1.ientlJ de l'Ía~m~ ·~on tiaJa~c;ncent;~ci!Jl1as -de 
- - ' ·.: . . ."~ - - -_ . -· . -\--

t. ro m :.i in a causa potenc:iaci6n en la actividad del factor VIII y-

una (JisMinuciOn en el tomarlo ele la mciÚ.cwl11. 

o) Aunque las evidenci.as muestran clar,,,mBn.te oue la trombi-
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na puede activar el factor VIII, no se sabe si ~ste es el ún! 

co, o el mtís importante activacior. Por anelogia con el co111ple­

j o pro trombinasa .y. el factor V ;>el~;fa~tor Xa':.s~r !a :el .mayor· ac 
' . ·.' .- ·'. . .. "' ·' ·-<;:: ·;._,_-.''·-.:•''' '" - _,,:,.,-., /'·'·-· ... --- ::.·-·~- _:""::. ,.: :".' . -

tiv ador d~L factor·. VII 1. ·E~perim!Jn to's•"pcstériores3 han.mostraco 
-'·-~..o.-··~ ,. :_, 

:~: :~ ::~.·~·~:~·~ª}~~-i~itf f SJt:~;~~f:~,~1~!t~~~~~~5·~~;~:~}H~·E;t~~,j~:~ 
de los act·~~~do~~~··ci~.1j'é·~¿tg~vÜJZ'~c11l~:.{isi_o,i'.~'g'[~.~fü~~~I!~~~~)!!! 

Pl ºenr ttean •.. t !s~ ~-Bf'.!~'.~~1.~t~5~.~;i,§~~~t··f;.~~.~.f ;~·~~f ~JS:'.~~ .. Í:t:ª;~;;~t:.~~~g~~ :áo_~_gll 
,;,_;· ~~:·.·:~:· ;_":~''.;~~'.;j:.:?i\ ~-~~;._,;·'"''-o--> ·:c.i'o·.':C.:\-~'.>" _:._, .... y,..,_·.:·.~·::·:-·.-.. ,-.o_:<;_~;~ ·,:.,~:1·.• -- -

e) AÚnqúeTí.'~; .. ~iiiíTisi~i~~pa~c!~:,;f~a:ü;~~";_~,~·.,'1~~~I~I~~tot~i~t~ol.1-
t i eº 1 i~j:¡~~~'y_i ~~~~·ci];::~-~~~ª:~~ --1~r;~J,~-x1-~~-~"tc'§·~·ª;~Xifüi:~;~-~~frª e:;;. -
tor VIII,;i~ri sé.· sace~si''é(fa"ctcí:i: 1i11i/é-l·cU;;i'1: notiene;Cl· .. •r10;..-

::::::;:;~1f~J~f ll~!~~¡~1;~i~~t~~~}f ~~~~j~l~i!,~~~I~1E 
M., 1980; ;Switier 'M~ E.P, ;.:;y.cols•·• ;l979h'•,.Expé~imentos,';pos_~erig, 

res han mostrado que. él fac~or- .VII Fpresen_ta ~Ll:,:~~~i~~;~~;Ü~i-

:::.:';;~t~;,m:il~íf~:ª~~·~ªif ,~~¡~~~~~~1~~~~J;,~--
f) Los tl.i~ti.~1:6i mecañismos de retroalimeiitad6r1 ,POI los ;;._ 

cueles lá ·. ~~ti~i2~h'.de1 'r~ét~~ -í¡'¡f!+W~6f ~éf\:iíCiciuÚ'd~~->'.~~ .·mu;.. 

estra e c6~Úriu~¿i6n, Fi~uria, r.1ó.< I 1>•( (i_ , \; '\ •( 

·~·:; 't'- e· ~:://;' ,'.-' • 

E. sr~:or.:rr,:os··p;;R¡\ ú.r;i,doFi/,\rNúú:rioF-ig:Ic:o '",:~· · 

-; :;:: '.;: :~:::' :'.~ '.~~\[i~~f [~~¡~··· ·c~1.Jf1;'.~::.i'.· .. '.'1~9~~e;o;;;·,.:_i• .. ••L.1·.'ef .'.r·"··· .. •v~ª·····_:1:é1~·;'"~; . 
- Factor A¡itih.einqfJtl~i$l:(~~É,~~~·;¡,:¡ ,. B~S. 

. -''·,._:··ye,..'·-··_.! ,_:./_-_o..'.~;,· ~~~~~-~°'::-;:;,~:~~~~~~i-~;o-~--~-::_~<_:~~;,'.==~ 

y Thorup .·º'A¡, \~J~.>J.;: .;, ;,., .... · 'i"''"di ,;6,;.c;J:<./;' ,• • •:.·< 
- Factor VII l -lJack son,;C• M.}1900 1 ~CheVin.•,;s • h,;;~l,9M) ~~;; ..... 

- Gl obul in il .A~ ~ih~;~f fr1~1~l(AHG)J( .J~5Etotizs~i~:.jf9~~·;,L~ e--

-~:~~c ~~!~pº• i .... ,.A:~:.,:.;1.r1t~~9"p1;.-.s:1,·-"·f·i:"f·Jt.1r~·º~kb1. :ª•.••_:'i11~;~·~~:;9:6~;@:j·~¡¡··1~:~ ~. 
y Thorup " ,. M ;M~ y co_i_s ;, i97d), .• 

- Tro1nboolastin6qá~o A (Laavell 3.S. y Thoruc a:r\., 1978), 



- Tramboplastin6gcno (Wintrobe H,M, y cols,, 197d), 

- F. VIII (3rinkhous K,M., 1982). 

F. LAS~LTERACIDNES CONGE~ITAS DE LA CCAGULACIO~ 
Y;EL DIAGNOSTICO DE LABORATGRIO. 

l. Historia ~ Examen F!sico 
,· ~ 

l4 

La forma. de_ pres~ntaci6n más com6n es la_ de_. un p~cfe-pte con 

histariél_~eri:~n'aro familiar de diátesis- h~~:6r~~~9'ie:~~~i::{;;1-:p~: 
sedo• -t~s}h~morragias "espontáneas'-e~ ei'"tiJidii·T·c~Y[;l.'~:~~;,;b~~t! 
neo, én lCl~.-~Ó~cul~s o en les artTcullÍ~ion~s, lehemorrágia,-­

por varios''Rl16to~~)1,lé ~~~ 1 .le hé('lcir;~g.i~ prolongada tras un :.. 

trauma·~ Gr]á'.c~-p~ha'~f~n-c¡Gi;\~·an frecciénda sé~f~sl!ntaiaid~b~~ 
de unas har~~Cy n~ ~~cJ~ co~ medida~ lo¿~.l~s ·soii lo~ Únt~mas '­
m~s comunes. - En E~t·a~ 0

si ~~ac~ones hay- que r~~lizar ~G-~istb.L 
ria personal y familiar cuidadosa (Lowe G, y•fo;~~~c.,'P.ri .Rii 

za C.R •. , 1980), 

2. ciao::n6~tico de Laboratorio 

La conducta clínica 6pti~a ante un paciente con una altera­

ción de la coagulación de tipo cong~níto exii;e defi_nir __ el _tipo 

de anomai!a, fa valoración de la intensidad ce ~sta y la ::iús-­

queca de posibles inhibidores de la coaguleci6n, Más ael 95~ -

ce ~stos pacientes tienen una alteraci6n del factor VIII (he:n~ 

filia.~ o enfermedad de Van ';/illbrand), o del fector !X (!-lemo­

filia S). Las deffc:iencias .ne los demlis factores de la ~oa;ul!l 
ci6n son raras, pero e_n. ~l9ón CASO es•.necesario efe-C"::Uar prue-

. J. 

bas espec!ficas ~n ~l laboratorió parad~sc~rtar su existencia. 

La historia en el paci~nte, ~ en la'f·a~Í.lia, de. una diátesis -

he:norrágica, 'ya-sea esponÜnca"°o p~;t;;ior a traumatismos, PU,!! 

.de sugerirnos .el dagn6stico, pero_el,reconoci:niento de uno d~ 

ficiencie siempre requiere.le.prlctic~ de t~cnicas de laboratg 

ria d!l cAracter ssneral, prir:ie.ro, ·y luego dn determinaciones­

m&s concretas por mltodos de coegulaci6n y ens~yos ·inmunológi­

cos (L;,i'"e G. y Far bes C., en Rizza C.R., 1980). 

J~sgraci~damente, no existe una pru~ba anica 9u!'sirva pa:a 

icentificar todos los poaibles trastornos de la coag~laci6n. -
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Es necesario confeccionar un grupo de determinaciones que pu~ 

dan demostrar la normalidad de las diferentes partes del sis­

tema de la coagulaci6n san9u!nee ( Lowe _G. y forbes C. en Ri¡ 

i:11 C.A •• 1980). Para tales prop6sitos se puede· consultar el --

cu adro pre sen ta do por Leavell B. s. y Thorup .. O~ Aoc en su libro-

Taor!a y Aplicaciones Cl!nicas". 

G. BIOQUIMICA 

l. S!ntesis del Factor VJil 

El lugar ce s!ntesis cel 

··-.-..•... _._ .•. ·.·; .. -.•· ..• i:¡· 

factor VI 11 continua siendo ~n le 

actualidad un enigma. pese a las numerosas investigacion~s que 

se hen reali•ado tratando de acl11rar su sitio exacto de produ~ 

ci6n. Los resultados obtenidoe de los diversos estudios han -­

llevado a pensar oua dicho factor es producido por algún teji­

do que astl diseminado en todo el organismo,y en lat~ sentido­

se ha implicado al.sistema reticulo encotelial \SRE), al teji­

do linfoide y al endotelio vascular (Rocha~. y cols., 1976;-­

Hershgold E.J., 19741 Dloom A.L., en Rizza C,R •• 1930). 
2, Composici&n Qu!mice ,, 

Existen datos suficientes para asegur3r que el factor Vill­

as un compuesto proteico, concretamen~e una glucoprota!na, co­

mo lo demuestre el hecho de su precipitaci6n con concanavalina 

que es un e~ente precipitante de les mismas (Rocha E. y cols., 

1978). 
El primer anAlisis qu!mico realizado es el de Hershgold y -

cols., qua describen e le globuline antihenof!lice como un co~ 

puesto proteico con un conteniéo apro~i~ado de 

·Acido9, ll~ de carbohidretos y ll~ de l!pidos~ 

aproximadamente la mitad son fosfol1pidos y el 

un 75% de aming 

de los cuále!l -.. 

resto Üoidos--

neutros <Rocha E. y cols., 1976)~ 

3,Estructuri! 

L Rocha y cols,. _en l97B. enco'ntraron .. que ·~.lr~cto; Vlll se 

disociaba en UM fracción de bajo ·peso '~(Jlecul.~J,· q~~ conserv.!! 



bala actividad coagulante, y otra de alta peso molecular, -­

que era portadora dP. las actividades del ant!gano relacionado 

al factor VIII (VIIIAHG) y del factor de Ven Willebrend ----­

(Vlllvwr> • Por otro ledo, Thomee K.B. y cols. en 1983. encon­

traron que el factor VIII consiste de al menos dos distintes­

molAculas, factor VIII con actividad coagulante y factor de -

Ven Willerbrand. Le frecci6n de alto peso molecular ha sido -

denominada prote!ne transportadora, componente pesaco o sub-­

unidad HMol, mientras que le frecci6n de bajo peso molecular -

se conoce con los nombres ae fragmento peGue"o active, compo­

nente de bajo peso moleeull!lr o subunided LN';;. 

Las actividades GUe se,consideran relacionedet con ~l com­

pl~jo molecular del factor VIII son, (Roche E. y cols., 1970J 

Gorman JJ, 1970J Austen O.E.G •• en Ri~za C.íl., 1980). 

l.- Actividad procoa;ulante del fattor VIll (VlIIc)~. de--­

mostrable por pruebes biol6gicea de coagulaci~n.Y de -

neutralizaci6n de anticuerpos hom6logos y con capeci-­

dad pera corregir les anormalidaoes de coe9ulad.6F' cel 

plasma hcmofllico. '·~"::;;~.:,S..L .. : . 
2.-. .;nt1geno rehcionado al factor VIll (VIIlAGN), evic!en­

ciable por pruebas de precipitaci6n can ant:i.éunroos h,t 

ter6lagos de coneja. 

j,. Actividad de Von ':lillebrend (llilIV\-if") • encngeda de :a 
rregir loz aefectos oe funcian plecuetar orezentes en­

la enfermedad de \Ion ~illebrand. 

Hay grandes controversias acerca ce la~ relaciones que gu• 

ardan entes tres ontidades entre si. Algunos autores conside­

ran que son tres aspectos funcionales de une misma mol!cula,• 

mientras otras creen que se trata de tres mol6culas distintas 

(,1,usten D.E.ü., en Rizze C.R., 1960) y para lon restantes- se­

tratar!a de un complejo molecular (Rocha E. y cols., 1978). 

fstas s~s~ancias relacionad3S no siem?re se prese~tanjün­

tes in vivo •. Le i;angrec~e los )1r.~of1licos carece de ~~t~;ii!!l-
·. ·- ,• .. · . .:. . . 

activ~ coAgulAnta, pero dispone ¿e lo~ otros dos, AdemAs, la-
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sangre de algunas variedades de le enfermeoad de Von ~ille--­

brand tiene un exceso de ant!geno sobre le cantidad de ectiv! 

dad coagulante (Austen O.E.G., en Rizze C.R., 1980). 

Ha sido posible obtener anticuerpos frente a preparados de 

factor VIII mediante su inyecci6n a eni~eles, y los anticuer­

pos que produce el conejo ya han sida investiaados en detalle. 

En el conejo, el enticuerpo contra la actividad coagulante del 

factor VIII se desarrolle ce forma independiente del anticuer­

po contra el ant!geno asociado el factor VIII. El snticuerpo­

contra la actividad coeaulante no precipite el ent!~nno n.n u­

na inmunoelectroforesia, ni afecta le esregaci6n de la risto­

cetina, y tampoco se observ6 que el ent!geno asociodo el fac­

tor VIII bloqueara le acci6n del anticuerpo sobre la activi-­

ded coagulante (Austen D.E.G., en Rizza C.R., 1960). 

Los dos componentes del complejo, AHf y VWf estan unidos 

por enlaces no covalentes (Poon M.C. y Ratnoff O.D., 1979) -­
dentro de un croen de macromol!culas de direrentes pesos mol~ 

culares, variando de aproximadamente 130,000 e varios millo-­

nes.L• subunided de AHf (VIII:Cl parece tener un peso molecu­

lar de aproximadamente 200,000 y puede ser reveraiblemente-­

diaociada de le mecromolAcule por ajuste de la fuerza i6nice• 

con CaCl 2 (el calcio en su concentraci6n normel en plasme pu~ 

de prevenir le reesociaci6n, Stauridis J.C., 1979) o ~eCl --­
(Brinkhoue K.M., 1982; Switzer K.E., 1979). La dosocieci6n o­

curre con elta fuerza iOnica, la reasocieci6n ocurre e baje -

fuerza i6nice. El factor de Van Willebrand perece ser el ma-­

yor constituyente del complejo. La figure ilustre la disocia­

ci6n del complejo nativo (Brinkhoue K.M., 1962). 

(AHF)n (vWf)n• --- nAHf (11WF)n 1 

P.M. 165,000 Mult!meros oue sir­
(picze oequene) ven como portador-­

ctel AHf 
(pieza grande) 



11 

No hay acuerdo general sobre el tama~o de la mol6cula de -

factor VIII nativa. El factor humano purificado a una activi­

dad espec!fice de 350,000 veces mayor que su actividad en el­

plasme, migr6 como una banda simple de P.~. 100,000 en duooe­

cil sulfato de sodio al 6~ sobre gel de poliacrilamida. El p~ 

so molecular de la prote!na sin reducir y sin desnaturalizar­

es de aproximadamente 2JO,OOO (dos cadenas polipept!dicas de-

100,000). El factor VIII purificado aproximadamente 164,000 -

veces por un procedimiento diferente, contenta polipfotidos­

mayores de 79,000 y 60 1 000 de peso molecular, mAs 6 adiciona­

les hendas de alto peso molecular. Otro procedimiento, ha en­

contrado que el factor VIII consiste en una banda predominan­

te de P.M. 365,000. Cuando el factor VIII parcialmente purifi 

cado fue jeparado ae la prote1na de Von Willebrand, usando di 

solucion~~'\:~ calcio, el factor sin d'3snaturalizar ti.ene un -

P.M. de :265,000.< No es sabido si esta mul tiplicidaci de cade-­

nas polipep'.t1dicas es el resultado de degradaci6n parcial de­

un simple polip~ptido de alto p~so molecular o si el factor-­

VIII ectu~lmente consiste en mAs de un tipo de polip~ptidos,­

cada une de las prote1nas han mostrado poseer varias ce les -

conocidas propiedades del factor VIII. As1, sin em~argo si a! 

gunas de estas prota!nes han sufrico parcial degradaci6n du-­

ranto la purificaci6n, al monos algunos de sus polip~ptidos-­

constituyentes retienen algunas da las funciones de la moléc~ 

la sin degradar (Chevin S.I., 1984). 

Grupos sulfidril y enl?.cr.s dizulfuro en el factor Vllls -­

Los agentes los cuales reaccionan con grupos sulfidril libras 

(ejema ioéoacctato o Scido sulf6nico p-cloromercuri-benceno)­

tien1m pequeí'lo o ningOn efecto sobre le activioad del factor­

VI 11, esto sugiere que los grupo~ sulfidril libres no son re­

queridos pare la actividad del factor VIII. Le reducci6n de-­

algunas enlaces disulfuro con baja concr.ntraci6n de ciitiotre! 

tol, seguida por alauileci6n, tampoco afect6 le actividad dol 

factor VIII. Cuando altee concentraciones de agentes recucto-
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res fueron UGadas 1.3, 2.5 y 3.9 mM seguida por alquilaci6n,­

los niveles de factor VIII fueron reducidos por 14~, 48' y --

73% respectivamente, y el peso molecular del factor VIII. ac­

tivo fue disminuido. Estos resultados susieren l~ presencie.­

de enlaces disulfuro con diferente susceptibilidad a le redus 

ci6n, y la contríbuci6n de estos enlaces a la estructura y -­

funci6n del factor VIII ( Chevin S.I., 1984), 
d. Estabiliced del Factor VIII 

Es impor•ante tener presente a le hora del estudio del fas 

ter VIII la inestabilidad de su mol!cula, tanto en plasme co­

~o en prepHraciones purificadas. El grado de estabilidad de -

la mol!cula depender!! en gran medida de la temperatura de al­

macenamiento, del grado de purificeci6n, de las concentrecio­

nes de sai; 'del pli y· del tipo de anticoagulante, En el caso -

del plasma fre.sco,. el factor VIII parece conservar una mayar-' .. .. ,': ... :, .. . . . . 
estabilida.d en me,g~~>citratlldo, a pH entre 6.1 y ó. 5 y conge-

lando de una m'an~f'~\'.~6pide, Se puede disminuir, en cie;t}.me-
- - '·;· ;::: .. f:·:y;-- ,-·-o,--, ·-·· ·:'._·:··'.> .. :", 

dida, su labiliBad 'en .presencie de dextrosa, glicerol': eLS~ -
(Roche E. y ·¿~i!l·;"';~"i91a), !leido epsilon aminocaprol~~-,gÚ.d­
na, cis.te!na,' geietina, .cloruro magnhico, cloruro, de ~a·g~e;.­
sio, cloruro cHcico 0 fructose, Aciao asc6rbico_ y __ lisiria~JAu! 

~~:f--~~--

ten D. E.G•, en Rizza C,R,, 1980). 
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FIGURA No. 1.-Representaci6n en cascada del sistema de coagulaci6n 

sangu!neo ( Jackson C.M.,1980 ). 

ACTlVACION 

H;ACT lVACION 

PROtlNA Ca-- - _ 1 ¡-----IX11 
TROMfINA_ ______ ;v111----¡• 

flGURA No.11.-Mecanismos de retroalimentaci6n por los cueles la acti­

vidad del factor VIII puede s~r modulada ( Chovin S.I. 1 

1964 ). 
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Los materiales terap~uticos que se han utilizado para aportar los 

factores de caagulaci6n a los hemof!licos fueron,en primer lugar,la 

sangre total y el plasma y posteriormente,las fracciones plasmAticaa 

que contienen al factor VIII en alta concentraci6n y con escasa canti-­

dad de prote1nas contaminantes.Desde los trabajos de Were ( 1947 ) se -

conoce que cuando el plasma congelada se deJ• descongelar lentamente -­

a baja temperatura,cntre oºc y aºc,permanece sin disolver una peque~a -

cantidad de precipitauo,l~ cual contiene aproximadamente un 3 % de las 

prote!nas plasmltice• ,formando parte fundamental de ellas el fibrin6-­

geno.Brinkhous ( 1954 ) senal6 que estas crioglabulinas conten1an una -

cierta cantidad de factor VIII.Pool y Robinson (1959) comprueban que 

la cantidad de factor VIII presente en esta fracci6n,que denominaron 

crioprecipitado,era suficiente para permitir el tratamiento de la hemo­

filia.A.Pool y Shannon ( 1965 ) descubrieron el m~todo que permit!a ob­

tener esta frocci6n semipurificada del factor VIII.La aparici6n del 

crioprecipitado y mAs tarde los concentr,ados,revolucionaron el trata--­

miento Je la hemofilia A,al permitir tratar con 6xita las Accidentes -­

hemorrAgicos y la prActica de cirug!e con un alto margen de seguridad -

Karcués G.f. y cols.,1981 l. 

A continuaci6n presento 4 t6cnicas para la obtenci6n de crioprecipit~ 

dos,los cuales est~n marcados del A-1 al A-4,el primero de 1975 y el 61 
timo de 1983.De la misma manera,6 t6cnicas para la obtenci6n de concen­

trados de factor antihemofllico,marcados del 8-l al B-8,el primero de • 

1968 y el Gltimo con fecha da 1984. 

Por lo que re~pecta a las tAcnicas,la biblio;raf!a mAs antigua revis~ 

da es la de Cohn E.J. y cols.,1950. 





CRIOPRECIPITADOS' SU PREPARACION Y USO CLINICO 

1.-INTRODUCCIDN 

A continuaci6n se presenta un método de obtenci6n de crioprecipitados -

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

buena recuperación y pureza.Permitiendo de esta manera 

eea efectivo cl!nicamente para combatir la deficiencia 

factor VIII en la Hemofilia A, 

2.-MATERIALES Y METODQ 

que 

que 

·- el 

se 

procUcto 

tiene de el 

~-- --

La donaci6n de sangre es recolectada en ACD o CPD co~o a'riúcoagularite,-

teniendo precauci6n de mezclar continuamente la sangre~yel"~ntico~gulan­
te. Esta 61 tima precauci6n es neces~ria porque c~alquie;~:Lcoáguio oculto se 

puede formar y disminuir el rendimiento d~Í. f~cit;C); viú:inm~'a.fát~m~nte 
después de la recolecci6n,la unidad de sangre'ies c~rítr'irugada para sepa-­

rar las células del plasma y eLplasma s~b;enlld~~t~".~~ e¡cp;ii~ido d~ntro • 

de la primera bolsa saUlite.Es~a·b~lsa~e~'otegida por otra _de polietileno, 

es dpidamente Congelada en una m~~6f~· d~/etanOl y hielo ~e~O. !JLirante e!;­

te proceso de congelamient~,1a'bCli~a·p;i~~ria puede permanecer junta, con 

una abrazadera pu esta entre las<dos· bol-sas, o si el paquete celular es cou 

siderado como un producto,las dos bolsas pueden ser selladas y separadas 

antes del proceso de congelaml'cn-to:si las bolsas permanecen junta·s-, son -­

puestas en un refrigerador a 4°C para que se descongelen en fr!o,lo que -

requiere de 18 e 24 horas.Cercano el fin del tiempo,preferentemente cuan­

do Peoue"as cantidades de hielo aún permanecen,las bolsas son puestas en 

la centrifuga pare separar el crioprecipitado.La bolsa de plasme es enton 

ces colgada en une posición invertida,la abrazadera temporal es removida, 

y el plasme sobrenadante es rApidamente regresado e la bolsa primaria de 

la cual fue tomado.Se sellan los tubos y se mantienen separadas las bol-­

sas de los crioorccioitadoa,las cuales pueden ser aplanadas (~stas conti2 

nnn aproximadamente 3 ml, de pasta) y almacenadas en un congelador a -20 

ºe o menos.Si la bolsa primaria ha sido separada antes de la primera eta­

pa de congelamiento,entonces el sobrenadante debe ser vaciado dentro de -

la sr.gunde bolsa satélite,con esto se producen 3 productos rinale-s,paoua­

te de células rojas,crioprecipitaao y plasme sobrenadante.Este Oltimo pr2 

dueto puede ser usado m6s tarde para la terapia de otros factores de la -

coagulación y puede ser fraccionado pera obtener el complejo de protrom-­

~ina, gamma globulinas y elbOmina, 
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3.-RESULTADOS 

El crioprecipitado contiene aproximadamente el SO ~ del factor VIII el 

cual estaba presente en el plasma fresco congelado.El sobrenadante ccnti~ 

ne de 15 al 20 % de la actividad original,el porciento faltante aparente­

mente se desnaturaliza durante las etapas de congelamiento y descongela-­

miento. El crioprecipitado también contiene un tercio del fibrin6geno pla~ 

m6tico,presumiblemente aquella parte mAe insoluble en frie.El contenido -

de otros factores de coagulaci6n es insignificante, hay tambiAn pequenes -

cantidades de albOmine y gamma globulinaa,probablemente como un resultado 

delplasma oc~uido en el criopreci~it~do,No hay evidencias de la presencia 

de isoaglutfninas. 

Usando tAcnicas estériles, de 10 a 20 ml. de soluci6n salina estéril es 

inyectada dentro de cada bolsa de crioprecipitado (125 m6s menos 59 U/bol 

sa de Factor VIII ),después el criopre~i~itedo es descongelado.en un bano 

de agua a 37 ºC. Esta s6luci6n debe ser inyectada dentro de las 2 horas si­

guientes a su ~rep~r~M6n, come una precauci6n contra la po~lb'{~" ~61'1tamin,a 
ci6n bacterian·a ~- ,·'.·~-~~·~~~"~;._. ·!·-

Este productÓ resultó ser apropiado para uso cl!nico ~ incl~so(p~ra ser 
' ~ , . ' 

administrado bajo. un piograma de terapia en casa. 

4.-DISCUSION 
~iediarite los· pasos seguidos ·en este método, sej obtiene un producto con -

una rec:uperaci6n de eproximadamente el 50 ':\,al cual es epropiadopara uso 

cl!nico. 
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La crioprecipitaci6n ha sido 4n m!todo efectivo y pr§ctico para el ai~ 

lamientgypuriPicaci6n parcial de AHf y vWf .Estoa factores han sido aisl~ 

dos de unidades simples de plasma en los Bancos de Sangre,y el procedi-­

miento ha sido usado pare preparar concentrados comerciales de AHf' a --­

gran escala (Rrinkhous,K M,y cols.,1968,M!todo B-l1Newman J,y CQls.,1971 

Figura No.27). 

Las Pactares que inPluyen en el rendimiento de los crioprecipitedoe de 

plasme en los Bancos de Sangre han sido determinados en numerosos estu-­

dios: Despu~s de la recolección de la sangre,los glóbulos rojos deben ser 

separados y el plasma obtenido refrigerado dentro de las 6 horas siguien 

tes,la temperatura de centrifugación y otras muchas variables (aprox.90) 

influyen tambi~n en ~l rendimiento final (Pool JG,1975).La sangre debe -

ser almacenada a 4°C durante el periodo previo e ou centrifugaci6n,el --
. o 

plasme obtenido será te~bi~n refrigerado a -70 C,el plasma as! obtenido 

puede ser almacenado a - ?.0°C antes de ser descongelado entre O y 4°C en 

un refrigerador (por lB - 24 horas) o en ba"o de agua (por 40 - 45 minu­

tos), el crioprecipitado ser~ separado inmediatamente despuAs del descon­

gelamiento por centrifugación por B minutos e 5000 X g a una temperatura 

de 2 ºe y el crioprecipitado resultante puede ser almacenado a - 20 ºe --­
hasta ~u uso ( Burka ER,y cola.,1975 l. 

El eialemiento del AHf' e gren escale se considere ser mAs dif!cil,resul­

tando un má•imo de rendimiento del JO~. Loe autores presentan un mAtodo 

con el que se obtiene un mayor rendimiento de AHf y vWf durante la crio­

precipitaci6n por adici6n de PEG - 4000 el plasme inicial a una concen-­

traci6n final de l ~ ( w I v l. 

2,-MATERIALES Y METODQ 

Plasme freaco,congelado dentro de las 4 horas sigui~ntes a la recolec-
o . 

ci6n de la sangre,rue descongelado r&pidamente a 37 C y reunido1se adi--

cion6 PEG a une concontraci6n final de l ~ (w/v) y el pH se ajust6 e 7.5 

El plaema con PEG fue mezclado por 10 a 20 minutos pera solubilizar el -

PEG,al plasma fue transferido a bolsas de la siguientP- manera :en un~ --
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bolsa de 300 ml. ea adicionaron 100 ml. del plasme,en una de 1000 ml. -

700 ml. del plasma y en otra de ?000 ml. - 1400 ml. da plsma.El plasma 

fue r&pidem~nte congelado en hielo seco - etanol y almacenado hasta su -

uso a - 7D
0
e .Plasmas control de la misma muestra pool sin edici6n de 

PEG fueron congelados y criaprecipitados bajo condiciones id~nticas a 

las muestras de plasma con PEG. 

En experimentos para determinar el efecto de le temperatura sobre le -

criaprecipitabilidad,bolsas de plasme selladas de 100 ml. con y sin adi­

ci6n de PEG fueron puestos en ba"os de agua fr!e y etanol a diferentes -

temperaturas desde 2 a 10 ºe.Las muestres fueron examinadas peri6dicamen­

te y fueron centrifugadas a 5000 rpm por 10 minutos,a le misma temperat~ 

ra que el ba"o,tan pronto como todo el hielo se hab!a fundido;la temper~ 
o 

tura de las muestras fue usualmente mantenida entre 2 y 4 e.Los precipi-

tados fueron drenados y reconstituidos en un d6cimo de volumen del plas­

ma inicial en citrato O.O? M,saluci6n salina 0.12 M a pH 7.2 

Cuando grandes volúmenes de plasma fueron crioprecipitados (1000-5000 

ml,) ,el plasma de les bolsas fue molido,la mezcla pastosa de hielo fue -

puesta en una tina de acero inoxidable abierte,mantenida en un cuarto -­

frío y se ·le sopl6 aire'filtrado. 

En 60 experimentos l Tabla No.l ) se observa que la adici6n de 13 de 

PEG aument6_el rendimiento de AHF aproximadamente el doble de otros mé-­

todos a gran volumen, y el método fue altamente reproducible no obstante 

el incremento en tama"a de 50 veces del plasma inicial ( 100 - 5000 ml. 

par lotel~Esta gonnncia no se afecte por cambios moderados en la temper~ 

tura ( Tabla No. 2 ) o pH ( Table No. 3 ). 

3.-RESULT AOOS 

Le actividad especifica del AHf preparado por adici6n de PEG a une con 

centraci6n final de 1 ~fue de O.JB m6s menos o.os U/Mg de prote!na o --

25 vocea purificado can respecto al plasma,Los controles sin adici6n de 
PEG aieron 0.35 m~s menos 0,0B U/mg de protelna o 25 veces purificada. 

4, -DI 'lCUS !lit>: 

f5tc método parece ser 6til pora el aislamiento del concentrado de AHf a 

~enueíla como a gran escala.La presente tAcnica de pre¿ipitaci6n con PEG 

padrla i;er 11sp1!cialmante usada para la preparaci6n de i:oncentrados para 

Lratar pacientes con enfermedad de van Willebrand asi como tambi!n la H~ 

mofilie ;\ • 
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Tabla No. 1.-Rendimiento de AHf preparado por crioprecipitaci6n,con y -

sin 1 ~de PEG,de varias cantidades de plasma (descongela­

da a 4 °e y ajustada al pH a 7. 5 ) • 

VULUMEN DEL 
PLASMA lNl- ·i DE RENDIMIENTO CE AHF' 
CIAL (ml.) 

CON PEG SIN PEG 

100 51 31 

1000 se 
5000 76 -

Tabla No.2,-;.. Úéefos oe la temperatura sobre el rendimiento da AHf da 

>>:~~opr~cipitados preparados can y sin l % de PEG. 

:::~··,-~;, ·..:·<;, 
., 

·~--

TEilPfj~~Tc~~á':i.~ 
,'.~' 

-": ;~·-_:.~-;-·/' 

2 

4-

e 
10 

12 

·/, DE RrnornIENTO 

CON PEG SIN PEG 

49 36 

45 32 

47 22 

44 25 

37 17 

Tabla No.3.- Efectos de pH sobre al% de AHF' recuperado en crioprecipi 

tados de plasma con y sin l ~ de PEG. 

pH ~ PROMEDIO 

CON PEG SIN PEG 

6.0 22 13 

6.5 46 :JO 

1.0 62 50 

7.5 73 :JO 

o.o 70 17 
e.s 46 36 
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l. RESUfl,EN 

31 

El efecto eobre la recuperaci6n del criaprecipitado de factor VIII -

de 3 import•nte• variable• he sido investigado.Un objetivo del estudio 

fua eliminar,pare el propósito de comparaciones intarnaa,•parentes efes 

toa t•lea como aquellos debidos a variaciones en los niveles de factor 

VIII en el pl•ama donada. 

L• elecci6n del anticaagulant• mostr6 tener significancia particul•r, 

al plasma recolectado en CPO d• mayor rendi•iento del crioprecipitado -

de factor V 111. 

El plasma muy fresco(el separado y congelado entra las dos horas si­

guientes a au recalecci6n)da excelente recuperaci6n de factor VIII,pera 

no fue detectada diferencia entre el criaprecipitada recuperada de pla1 

me separado y congelado entre 4 y 16 horaa daapuAa de la recalecciOn da 

la sangre. 

El deacangelamiento rApido del plaam~ tambiAn maetr6 ser de utilidad, 

almenas para la racuperaci6n del crioprecipitado a partir de plasma trI 

teda con CPD. 

2. INTílODUCCJUN 

El crioprecipitado de factor VIII sigue siendo usada en al trata~ien 

to de la hemofilia cl61ica y la criaprecipitaci6n •• usualmente la pri­

aera etapa del proceso en la producci6n da un concentrado de factor --­

entihamof1lico altamente purificado, 

El conocimiento da lee condiciones qua gobiernan el rendimiento de -

la actividad del factor VIII,1n el cria,ea incompleto.Una investigación 

hacha por Guson y cola. ,1979, Tabla No.4 y figurea No.l, 2 y :? ,mostró 

la importante influencie de el grupo aangu1neo ABU de los donadores de 

plasma.Loa crioa del grupo A contianen en proaedio 28~ aAa actividad da 

factor VIII que loa erice del grupo O.Tal reporte tambiAn dio sugesti-­

va1,pero no concluyentes,evidenciae de otras dos variables que influyen 

en la calidad del crio,Estae son,la elecciOn del anticoagulante(~a~tro­

••·'oafato-citrato CPD o Dextrosa-citrato-acide ACD)y la duración oel -

de1congela•ienlo del plasma. 
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En el presente estudio,tcda la sangre donada fue obtenida y subse--­

cuentemente procesada en el Centro Regional de Transfusi6n de Sangre en 

Manchester. 

3. MATERIALES Y ~ETODOS 

Les crics fueron preparados usando donaciones de sangre recolectada 

en bolsas de PVC conteniendo como enticoagulante ACD o CPD.La sangre -­

fue almacenada por periodos de tiempo variable\2,4 o 16 horss)antes de 

la separaci6n del plasma por centrifugaci6n.El plasma as1 separado fue 

muestreado y congelado inmediatamente.Paro la preparación de cada cric 

se usaron 180 ml de plasma y 11 temperatura de congelamiento fue de -70 

grados. 

La prueba oar1 la determinación de la actividad del factor VIII fue 

hec~a usando el m6todo en des etapas de Bis~s y cols.,1955, rigura 

Nc.4.Lcs ensayes fueron analizados relacionando el lag, cal tiempo de • 

coagulaci6n con el log. de la concentraci6n y la validez estadistice -· 

fue probada de acuerdo al criterio usual(European Pharmacopoeia,1971). 

Unicamente los resultados válidos fueron usaoos. 

a) EXPERl~ENTU PRINCIPAL 

(A).-12 donaciones oe sangre(6 grupo U y 6 grupo A)fueron recolecta­

das en anticoagulante ACD.Estas fueron divididas en 2 lotes de 6 dona-­

ciones,cada lote con 3 del grupo A y 3 del O, 

Lote Nc,1.-Estas 6 donaciones fueron centrifugadas t1n pronto como -

fue posible de1pu6s de la recclecci6n y el plasma de cada bolsa fue ex­

primido dentro de otra.Inmediatamente después se mezcl6 el contenido y 

alicuctas de 6 X 180 ml fueron transferida• a bolsas y est1s congeladas 

pera le producci6n dal cric.El plasma sobrante fue muestreado y congela 

do e -JOºC.Le operaci6n total desde la recolección oe la sangre,congel§ 

miente y toma úe al!cuctas llev6 aproximadamente ~ horas. 

Lote No,2.-Las restantes 6 donacionP.s fueron seoarodas despu6s de tg 

da la ncchc\10 horas)a ,~C.Allcuotas de plasma fueron to~adas y congelA 

daa como en el lote Nc.l 

l8),-12 donacionea de s11ngre(6 del grupo O y 6 del gru;io A) fueron r.! 

colectadas en anticoagulanta CPD.Dos lotes fueron preparacos y congela­

dos como en el caso (A), 
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(C).-En e1te etap•,6 sl!cuotas de plas•a congelado de cada lote Al,­

A2,Bl y 82 fueron puestas en las mismas conciciones inicislea.Tres al1-

cuotas da cada secci6n fueron dascon9elada1 por una t~cniea r6pida.loa 

l2 cric• producido1 fueron congelado• y cada sobrenadante fue muestrea­

do( le• muestres tenbi!n se con9elaron).Le1 12 slicuotas re1tante1 se -­

descongelarén lentamente y loa crio1 producicos como sus sobrenadantae 

fueron t•mbitn cong1lado1. 

Par• prop6sitoa dal ensayo del factor Vlll,los ?.4 crio1 fueron trata 

dos como J.rtplice1 da un a•t de B tipoa de crio.C•da set fue dividido 

en dos bloquea da 4 y cede uno 1n1eyado de is~sl manar•.E•t• proceso -­

fue repetido 3 veces.Las das en11yoa da C•da cric fueron combinado• ob­

teniendo •l valor media del logaritmo.da le po~encie estimad• cuando e~ 

tas estab•n a1t•d!1ticem1nta homo96ne•1 o co~o el 1ignific1do •rit•Ati­

co de al log•ritmo de 111 potencia• 1sti••de1 c~ando los volaras son -­

hatero96n•o1.El 1n6li1i1 de le v•ri•nci• fue efectuad• sobre al logari1 

mo de las potenci11 ••timad••· 

b) EXPERIMENTO ADICIONAL 

32 donaciones de sangre (16 grupo O y }6 ~r~~o A) fueron recolecte-­

das en anticoagulante CPO.Ocho de cada grupo sangu!neo fueron eeparedea 

inmediatamente y 180 ml fu1ron tomados y puestos en bolsea.Lea 16 el!-­

cuote1 de ple1ma fueron inmediatamente congelecae,el total del tiempo • 

entre le recolacci6n de 11 1engre y •l congeleniento de les el!cuot•• -

fue de 2 hor••· 

L11 rast•ntes 16 donecion•• d• ••ngre fueron dejada• toda l• noche -

(18 horaa)a 4°c ant•s de 1apar•r y congelar l•a 1lfcuat1s de lBO ml. -­

Les 32 ellcuote• d• plasma fueron us•d•• pira ~:1p•r•r crics por la t6~ 

nic• d• de1cang1lemi1nto rlpido. Loa ans1yos pira el f1ctor VIII fueron 

efectuados sabr• bloques da 4 cric• ced• uno contaniendo 2 de 2 hor•• -

(uno de grupo O y uno A) y 2 d• 18 horas !uno ce grupa O y uno A). 

4. REiiULT AROS 

•) El!PERU:ENJO PRI".CJPAL 

Los 1fectoe sobr1 la •ctivid•d d•l fector VIII d• los crics de les 3 

vari~ble• aatAn conaid1r1das en Jos r1sultados :esumidos en le Tabla -­

No, 5. El anAlisi~ de los datos originales sin transformar permiti6 ha­

cer les siguientes comperacionea1 
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(i),- Los crios que provienen de CPO, dieron 76 unidades internacio­

nales de factor VIII. Resultando significativamente mayor del obtenido­

con ACO, el cual dio s6lo 55. 

(ii).- A lea 4 horas dio un valor arribe de 68 unidades internacion~ 

les de factor VlII/crio y el da 18 horas 62, esta diferencie es muy si,¡¡ 

nificativa. Una inspecci6n mAs detallada revel6 que esta difsrenciB fue 

oebide enteramente a una de las 4 combinaciones de m@todos de desconge­

lamiento-anticoagulante, el ACD descongelamiento rApido. 

(iii),- El descongalemiento rlpido da 68 U,I, de factor VIII por --­

crio y el lento de 62 U,I., diferencia que es significativa. 

Este resultado no revela le situaci6n verdadera, no obstante, una de 

les 4 combinaciones anticoagulante-tiempo (ACD/18 horas) mostr6 un re.­

tardado mejoramiento usando descongelamiento rApido. Este resultado y-­

las anormalidades discutidas en la r.ecci6n (ii) podrln ambas ser expli­

cadas si al res.cltado del ACD/18 i1oras/descongelamiento rlpido estA fal 

semente bajo ( Tabla No. 6 ) , 

b) EXPERIMENTO ADICIONAL 

Los resultados de este experimenta, e~ cual fue designado pare com­

parar las condiciones extrema de tiempo(edad) de separaci6n de la sen-­

gre bajo el otro extremo de condiciones 6nt~mas (CPD descongelamiento-­

rApido), e9tln resumidos en la Tabla No. 7, El anllisis de los datos -­

origin~les sin transformar sugiri6 que la diferencia debida a el tiempo 

de separacien de la sangre es significante. La desviaci6n estander en-­

tre los crics en este experimento fue de m~s menos 52';;,, Una pequei'la po¡ 

ci6n de Aste eA atribuible al error del ensayo y le mayor parte es un-­

reflejo de la veriaci6n al szer en ln actividad del factor VIII de la -

poblaci6n normal y esto es particularmente debido a las diferencias de­

gruoa eangu!nao. 

~l análisis ccnfirm6 que las diferencias debidas a grupo sangu!neo • 

son altamente significatives,recalcando la necesidad de una balanceada 

poblaci6n ~/U en un eKperimento de este orden, 

5. DISCU~IGr! 

Algunas de las variables que afectan la calidad de el crioprecipits­

do han sido investigadas y est3a son1la influencia de el anticoagulante 

(ACD o CPO),la edad del plasma inicial y la velocidad ce dsscongelamicll 
to del olasma, Figure No.2 ,Cada une de estas voriables serAn discuti 
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e) ELECCIDN pEL ANTJCOAGULANTE1CPD o ACD? 

Los dos pla9mea iniciales anticoaguladoa con CPD moetraron mayores -

niveles de factor VIII que los equivalentes con ACD.La diferencia en la 

actividad del factor VIII entre 4 y 16 horas fue proporcionalmente sim! 

lar para CPD y ACD.Lo9 valorea registrados de cada uno eetin basados s¡ 

bre un par de anaayos,Sa suguiera la hip6taei9 de que ea posible que 

una deatrucci6n menor del factor VIII ocurra cuando la sangre donada 

viene en contacto con CPD en co•paraci6n con ACD,paro despuAs de 6sto,­

la velocidad de di1minuci6n de la actividad del factor VIII es propor•• 

cionalmente similar con ambo• anticoagul1nte1(Slichtar y cola.,1976).Le 

compatibilidad del CPD con el pl.aams puede observarse porque los crioe -

derivados de plasma tratado con CPD mostraron si~nificativamente mayor 

actividad qua loe tratados con ACD,Tablea No, 5 y 6 • 

b) EDAD DEL PLASMA INICIAL 

El experimento principal fall6 al querer demostrar une diferencia -­

conv incenta entre loa crioa derivados de plasma de 4 y 18 horas.Sin em­

b~rgo un experimento adicionel,ueando leºcombinaci6n m6a favorable an-­

tre anticoagulanta y tiempo de daacongslamiento moatr6 un mejorado ran• 

dimianto(cuando fua usado plasme muy fresco),Tabla No. 1 

Centros da tranafusi6n con f acilidsdee para la saparaci6n de la san­

gra completa dentro de un tiempo corto apartir de su racolecci6n puedan 

capitalizar con Aeta afecto. 

c) DURACION DEL DESCONGELAMIE~TQ 

El r6pido dascongelamienta da lea bolsas de plasma uaualmsnts sa r•• 

liza por .in•ar1i6n ue lea aismas an un bs"o da agua circulante a temper• 

tura entra 4 y aºc durante •pro•i•adamsnta do• horaa( Slichtsr y cale., 

1976 ). 
Une desventeja de aste mAtodo •• que en el punta final del desconge­

lamiento al plas•a contiene una peque"• cantidad de hi.elo blando,que -­

dificulta determinar ,raciaamenta al punto finel(Slichter y cols.,1976) 

Otra dooventaja aa que en un medio acuoso de descongelamiento ee puede 

r6pidamenta transmitir ~icroorganiamoea trav6s de un inadvertido aguje­

ro aobrs el plestico de la bolsa.Esta poeibilidedal azar podr!• asumir 
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grandes proble•a• si el mAtodo de preparaciOn involucra retornar el ao­

brenadante del crio a las cAlular rojas.En el presente experimento se -

previnieron estas dificultades usando gabinetes para descongelar e 24ªC 

e inmediatamente despu6a se baja la temperatura del aire a J°c para prs 

venir un aobradaacongelamiento del pleama. 

Tres de las 4 grupos de descongelamiento rApida dan significativa•en 

te mejores rendimientos de crio,en contraparte con ésto,un grupo da dea 

congelamiento(ACD/lB horea)mostrd un superior rendimiento sobre su aqui 

valente con descongelamiento rapido, Tables No. 5 y 6 .Esto dificulta 

una explicaciOn satisfactoria de este resultado,no obstante,este ines-­

perado resultado no fue investigado adicionalmente, 

La selecciftn del punto final correcto de descongelamineto puede ser 

une gran dificultad cuando se utiliza el mAtodo de baMo de agua(Gunson 

y cols.,1979 y Surka y cols.,1975). 

Le rapidez del proceso junto con el control de el punto final del -­

descongelamiento impl!citos en el mAtodo,probeblemente determinan los -

buenos rendi•ientoe de factor VIII(~eson E.C.,1978), 

Una nota de prevenciOn debe ser pronunciada.En adici6n e los efectos 

de las tres variables principales discutiaaa an este documento,111a sciqi¡ 

nal. diferencie en el rendimiento resulter6 de cambios en otras varia-­

bles teles como1el volumen de plasma procasado,la diatribuci6n da loa -

grupos ABO dentro de loa donadores da plasma y a las nivelas de factor 

VIII en el plasma inicial.AdemAs las diferencias en el rendimiento dab1 

r~n ser vistas dependiendo da la matodolog!a empleada en el ensayo de • 

factor VIII(naturaleza del estandar,tipo de ensayo,reectivos atc.J,Cada 

une da estas variables potanciele1 fueron cuidadosamente controlada• en 

todo esta experimenta. 
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mas anticoagulados con ACD y CPD,mostrando el promedio y su 
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Notas A • ACD ; C a CPD ;Edad del plasme aTiempo transcurri­

da desde ls.recolecci6n del plasme hasta su congelamieu 

to. 
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~::~~:~e~ ª~~~t~g~!*~~7~~!-i!~t1~1·:f ~it:~·~{~f~!~i~ªtI~:·(~};~"Jrt-évir-!, 

Descongela-
miento 

.. 



SOLl:CI m, 5,\L ¡;,.; 

0.85% 

O. I ml. 

1 

sumo FOSFOLI PIDO 5 

(Plaquetas) (factor VII y -
Factor de Chri.!i. 
mas) 

. ,,,, .. F 
Incubación cor ID 

1 · 
Se mete el tubo en ba­
ño de hielo (para re-­
tardar la reacción) . . 

O.I ml, de esta mezcla 
es adicionado a O.I ml. 
de plasma substrato y 
O .1 ml. de CaC1 2 oue se~ .. 
encuentran 0 ~n un tubo a 

37 e 

S h f 
1 . e ace unc1onar otro 

cronómetro y se regís~ 
tra el tiempo de coag~ 
lación. ·· 

40 
f ACTOR V 

•. Figura No.4 .-T1knica de Biggs y Rich.;;cis,,para la determinación de la ac-

tividad del f~ctor VIII (Generación de Tromboplastina), 

Esta té!cnica no requiere el uso de sangre hemof!.lica y además esta'-­

:iasada sobre la teoría de que el defecto de la hem~filia causa una falla 

en 1".I farmaci6n de tromboplastina normal y los preparados ée Alif ayudan 

a la generación de ésta. 

Alguros observaciones sobre la té!cnica:Mientras el pri~er tub~ e~ta -

sien.:.: incub;¡do,una segunda melcla es preparada de inenera l!~actamente 

~ 0,I ml. de solución salina 0.85~ es reemplazado oor.O.I ml. 
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d~ una de las diluciones de AHF.E1 CaCl
2 

es a:icionado al segundo tubo 

cuando el cronómetro marque i min.Oe la misma forma tubos conteniendo -

O. I ml. de cada una de las diluciones de AHF son preparados, un minuto -

de intervalo es dejado entré lá k:e~Ú~.áicaci6n de cada .mezcla. 

Después de qUe el pri~~~ ~fu~o h~ !Údo li}c:::.ado por ID ¡¡{in. se quita 

del baffo de agua a 37°c y ~~C'IJúE!'stci en bailo ;ie hie.lo para retardar la -
. :,,,,, ·~:·, '·:,~ .:· - ·, 

reacción. -· ··;,:•.•e: - · - · , __ .. _ _ 

Cuando el cronómetr~ ~e'g¡"st~~ l.} m-.Í.~utos1 e.!· sl!gur.do tubo es puesto -

en el bal'lo de hiel~ y' es t'i:~bajad~?~o~o el pri:ner tubo, a 
el tercero y asi _ tod~~~:l~-sc~dil~~t~~;s, :\ . e · -

-------.¿-__ ··:;"':-:::<,---; --
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Les Centras de Transfusión Regional en Inglaterra y Gales han estu­

diado las siguientes variables involucradas e~la preparación de crio­

precipitados:urupo S?.ngl!.!neo del donador, Tipo.'de anticoagulante usado -

\ACD o CPDJ ,Condiciones de congelaeil'Sn,D~s~o~gél~~Íé~to y Í:entrifuga-­

ci6n del plasma y Edad del plasma:infC:'i~1··.·· 
A continuaci6n se presentan ta'b1B~ y.figur'as que. ilustran los resul 

tados obtenidos. 

!nvestigadores:H.H.Gunson,Centro de transfu~i6n Hegional,O~ford;E.­

Bid~ ... e 11, L ~boretorio .de E' r.accionamiento de P lésma, Ox forci; I. S~ Lene, L abo­

ratcrio de Productos Hiol6gicos~Elstree,Hertfordshire;R.T.Wensly.Cen-­

tro ~e Transfusión Re~ional,Hanchester;T.J.Snape,L~boratorio de Frac-­

cion~~iento de Plasma,Oxford, 

Tatl= :.c. a .-Actividad del factor VIII en crioprecipitados preparados 

a partir ae grupos de plasma O y A.La~actfvi~ad se mi 

CTR 

I ..;. 

2 

3 

,¡ 

5 

6 

7 

9 

!O 

I I 

I2 

!} 

14 

15 

-- -----=---------o-·=---c:-

'6d .• l .. 6b,4c. 

63,6 47.J 
.· >6s.>3 • '95;7< 

i2s.1· ·.63.;3 
»'.' ;, " 

9I;S; <67.0 

102. 8 • .7i/.3 
>< - , ,' '1' • ,. _ ,,-~ ..• < · ~t-c~:_ · 

.78 .• 6<90.6 

96;0 74.I. 

46'~'7 ··"09; 5 

··~·~.n~~ s2. 2 
. 65. 7 .55,9 

71~9 

56.3 64,7 

62. 3 76.6 

48. 2 73.0 

70.2 

··~~·n2;~a~· 

(s5~9 ·;~; > 

·····ro'O;~ó •.... 
'i3i: 3• 
ICJfad/ 

,',· 7':;.y.--'_··>:,' _·:·, 

75. 2.~ •• '· :• 73• I ... 
102:6" r«rs~·t · 
. 9i.7 . 66~3 

-----ª :fttr~· ~~:~-_;¿·7·~s ------
74.4. 76.8 

.c°(i:7'''"• 85, 2 

99.B. -

IÚ.2 78.S 

II0.7 91.5 

58.2 53.9 

89.7 
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Tabla No 5.-Efecto sobre loi niveles de factor VIII de tTes varia-

bles:(i)anticoagulante,(ii)tiempo de separación de la sangre y (iil) 
tiempo de descongelamiento. 

ACD 

CPD 4 h. 

18 h. 

--~_._,_::··> .;.-, . .: -r:,':.-
~ --'-'"' ._,. --''-'·' - ~ ._ -. ______ \: 

·-'----
d~scongelamien.to len~~~· j~.~'5[:/····· 

r~pidÓ ;Úí'7±9:5 
::._:-·_:-~_,-;_-_· 

•,.-... -~ ::e;·;· 

l~~to. . s~±·6·~·r•· 
ráp.Ído .¡·{±ii~; .•·· 

-~¿/,--;' -.-. ---;~~---~-:e:• -

descongelalriiento lento /. 69 ±1. 6 · 
rápidb•!:'. ':'82±rr 

. ·: ?;;.·:'~:~:-~ .~?:.~ :·;:_;~_:;.:: :: 
Tabla No; 5 ;NÍv~i~~id·~~1Jilf'#tcfa~iN1·~ -c4~~ ~fr~~m~~1·v~'Ci''láéi·~f:Kf~~d~é~"~l1~~~i ·ex-

: ;,:·< .- : ' - ,:·;!:·~_::_-_--· '.-.,;· .. -. ~(/',:~ .. -. ::.·:.:.·:~---- - . ':c'.f .. '.·'-:.'<.·' 
perimento principet.\ 

VIII 

UI/ml. 

"' .. , ".:--'. .. \'f/;'_:J~~:.:_,~ ,-~\:;~_;·,:·¡ <--~~i ~é' ''-i-.~;; -<\~.~ú~~;~:~% :.·~_:;:;/·- /~{1}~;'.' .-·~·'·:· 
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Tabla No.7.Un resumen de los result~dos de un experiment6 usando crio­

precipi tados preparados a partir de dónaciones si111plos cie plasma para -

determinar 

Grupo 

o 

A 

Media 



" 
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CHIOPRECIPITADG PRE-REUNIDO PARA EL TRATAMIENTO 

DE HEMOFILIA A 

l. -HffílODUCC ION 
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Los concent:i:~cJh~ lioºiiiG~C!~~ de .factor V u I son los productos más --­

comunmente .usados por los/~~~ientés ~on h~~ofil~afÁ·.:No' ~b~·~a~~~icompÍic!! 
cienes asociada~ í:or;i.·.~/~~o de, cÓM~~ntrados'~díi·AHr]h~~étieC:fi(J tjúe ios en­

fermos cambién a us~r Í:~iopr~cipitados; é~rllo )e~a'pii~ait~rn~tilla.:ü razo­

namiento para este C:'ambio c~s que' ios''criopreci~iia'.dd~ ~'J~~6~%"~'¿¡,'~~ados -
ª partir de prasma .de <:16r'i~~6~i~.;,·i~lf~:i'ci1.i'~rn~~,;~':;~~ci;Mé t~~~.r~u~ iíi'en~r ---

::::;::'.'." :~~l1i$l~~*~~t~~t~~~l~i~~º~tt~:¡~~f :~f ~~~~f~E::: 
aunque éstos Üeríen.Üna'. redu'cida 'récup.eraci6n: ciéic1s%' corllp'arada:con el -

45% de los crioprec{~.it~ci6;J{6~ g~;,~~ntr~~éi~;(t€'ª}~~~~tt~;;~?~ci~Y~Í~tran 
fácilmente, no reqUieren 're°friger~l:.Í.6n y• p~éden'.·~~~ Ú'ahsp6{'t'al:i;J''s :sin pr2 

~~::~:ª d~ :ª: ::r 1: :.· ·.~l~J:;¡{~fü~t~:"~:~:{m::~~!~·~l~.fo~á~fü:¡if tf ~f !(!~::;_= 
:~: r ~ :a:ª::r:0t~~~sj1f ~~t~tr~tt~;·:·~jJi'.ªt::{~iJ;~~~:{fü~~~~1;~4~r,;~1f¿~;:e s r Q 

::~::~~:~fü~,~f ~~t~t~~~~i~~1~t~;1f ;~m~~;~~~~~~;r~~=:~:~ 
<\->;·,:;: . -".:(~-,,,.·e; . :·> .. ; .:<· :;·,}'.~.; .. :'' :';~~,;:]-:.: cc::C;.:,_:f;L . __ ,:·-~;::~·-,_· ?t :~~;j·:~:>-t~t .-. 

2.-MATCRIAÚS .y· ~l(roao:; ''.';·, '· .. ,." •>.;· '.; '• ·~) •·:;,.;. >•;;: 

i l. -Reco1ect'e'.:1a\;sangie\entera ¡~:fü;f,~·~1¡c~¡:~~:H_ipi~'.;~~nf#l~~~º. como -
' ,., ' . .. , - . ,_,,,' '". . '--·- '~' .. ,,•;, ... . '. ~:\::\';~,.:;:;' 

., :~~:::: ~ :: ::.\~:1~z~·~t~!~]~!~ili~~~§~if !M~}~~~iil~f f iiíi~~~~~fti~i , . 
6·160 X g por 5 'niiriút'éis (~i ttsburgh l en una centr!f~ga lll~~~~o.~c;a; Sor---
vall, DuPont Co.;'~ff~{{)to~,DE•:''. · .. ··· .. ·.. ' , .... <.');•' 

J). -Transf.i.e~~ei.piasma•a,G~a ·bolas estéril. P6ngara' iir\'Yt1iment; en 
; •.•... o . ' : ..... ·.. .• . . . . '··, ...... ,. ' . . . 

un congelador a -ao C, (Modelo PCf48,Har::is Manufacturing Ca. ,l!oEth Bl.11!! 
. . " . . ...... .,. ··.· . o .... ·.··•· .• ...... ~ .... ~ . ·. . . 

rica, t«A) Mih1aukee, o en ún congelador a -50 C (Modelo §8 714-001, forma --

• sc:ien tifiCJlallinckrodt, Inc. 1 ~1~ri~tta,OH) PLtt~burgh. Hacer ~sto centro -

de las 6 horas aiguientes a .la recolecci6~ y dejar en el congelador toda 
o 

la noche.Puede ser almacenado~ menos de -18 C para prepar~ci6n posterior 

í Pitt:;::ur ;hl, 
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4).-Descongele el plasma congelado hasta que tenga 6ste una apariencia 

lodosa en un baf'!o de agua recirculante a 4 ºe y cent.rifuge a 4 ºe por 10 -

minutos 11 4130 X g (MilwaukeeJ o 6460 X g (pittsburgh). 

5).-Transfiera todo el sobrenadante excepto 20.ml. a la bolsa satélite 

restante y remover la pasta de crioprecipitado de las paredes por mezcla 

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 le bolsa original contenien 

do el crioprecipitado usando técnicas estériles y transfiera el conteni­

do dentro de la bolsa de 300 ml. 

7l.-En Pittsburgh,5 ml. de NaCl 0.9% son adicionados por bolsa de cri2 

precipitado 11 la bolsa de 300 ml. antes de la edici6n de el primer crio­

precipitado.La mezcle de NaCl 0.9~y el1rioprecipitado son regresados a 

la bolsa del crioprecipitado,remeitladó{y devueltos a la bolse d.e 300 -

ml,, y P.ste procedimiento se :r-epite~.cori,;cada subsecuente bolsa hasta e que 

se han reunido 2,4,6 6 bols~~Jd~r>~i~mo)ip~ sangu!neo ADO. 
,,l, ' 

B) .-RecongelB el pool rápidameh~ejy almacene por más de un af'fo a menos 
de -ie ºc. >:( 

9).-Descongele los pools a ':íi~c<(:íJ~ndo se necesiten para transfuSi6n: 

6 minutos pera pools de 2 l:i~ls~~.i1 minutos para pools de 4 bol~a~~·t.16 
minutos para pools de 6 bolsas.~ag~ la transfusi6n tan r§pido·~omo:se~ -

posible pero no después de 2 horas de haber hecho la descongelaci6n, 

3.-ilCSULT AOOS 

Con este m~todo se obtienen crioprecipitados con una recupereci6n de -

AHF del lS~.El producto result6 ser est6ril despu6s de haberse realizado 

una prueba pera contaminaci6n microbiol6gica.Ceda pool de entre 2 y B -­

bolzes tienen en promedio 129.l U/bolsa (Milwaukeel y 112.0 U/bolsa 

(Pittsbugh).El producto demostró tener uso terapéutico despu6s de haber­

se hecho pruebas durante 5 a~os, 

4,-DISCUSIOrJ 

La pre-reunii'in de criopreci~i~ados en un "sistema abierto" en el Banco 

de Sangre,perece ser un m6todo~seguro,eficaz y relativamente conveniente, 

.La potencia final del AHF. c:i de~ll2 a 129 U/bolsa.La recuperaci6n in vi­

vo y el tiampo de vida media son normales.Aunque el sistema es abierto,­

las estudios no indican que la contaninacii'in bacteriol6gica sea un pro-­

b lema. Las r~Hcciones al~rgicea y febriles observadas aon similares a ---
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aquellas reportadas para crioprecipitados preparados rutinariamente.Se • 

sugiere el uso de crioprecipitados compatibles con el grupo sangulneo -· 

ADO para evitar que los gl6blu1as rajas de los pacientes sean cubiertos 

por isoaglutinines. 



.. 
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CONGE~Áf'II ENTci'' o.El'oC~!ºP~:E~.~ p ;r P.°'°'.· 
· ;:·,>N.'.'.". .. :40C/''J·;·:.> ' 
·' {bo.isá;no'. 2'f / .. · ... r·,. ·· .. · ...• ·.···.· , 

ALMACENAR A TEMPE~ATURA 
MENOR .DE •. 30 C 

Figure N~.5.-M!todo de •descongelamiento-sif6n•-pere-le producci6n de 

crioprecipitedos ( Mason E. C. ,197e')'~ po; este t6cnice se -

obtiene producto con una rºécupe~~~i6nó~.ae ·AHf del 12·¡. y -

une potencie de 162 U/b~lsa ~~ri:p~o¡;;~di~/ 

&.Sistema de un paquete contonie~do }~oises de plhtica. 



so 

Dé:SCONGELAf:.IEllTO LENTO (l2 - 18 horas) A TEKPERATURA DE 11ºc 

FACTOR VIII U/ml 

GRUPO PLA5MA PLASMA 
SM<GUlflEO FRESCO F'R ESCO 

COtlGELADO 

o 0.9 o.a 
A 1.3 l.l 

8 1.0 l.l 

AB l.2 D.9 

OESCONGELAMIENTO RAPIDO 

GRUPO SANGU INEO 

o 
A 

a 
AB 

PROMEDIO POTENCIA 
VOLUMEN DE RECUPE- DEL CRIO-

PFC(ml.) HACION PRECIPITd, 
FACTOR VIII DO U/bolsl!I 

281 32.5 _Jj_ 

281 32.D 103 

279 JJ.2 98 

280 J0.6 .98 

EN SA~O DE AGUA RECIRCULANTE A 4 ºe 

POTENCIA DEL CRIOPRECIPITADO U/bolsa 

93 

128 

142 

!40 

Tabl• No.a.- En esta tabla s1 muestra le recuperaci~n del AHF procedente 

de las grupos eanguineos ABO.Se puede observar Que el grupo 

O contiene únicemente el 75~ del AHF presente en el plasma 

d• donaoor9s de los grupos A,B,y AB,y que el mAtooo ae des­

congelamiento r~pida (en ba"o dl!I agua recirculente) da mej2 

res rendi~ientos que el de9conqel•miento lento a teMperatu­

ra de 4 ºe (Tamasula P.A. ,1960). 
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UN NUEVO c:oNCENTRADb,bE•,;¡t;oR ANfIHEMGt'.Ibc:o DE Á2rA.\Pon~c1A 
'./,'.·'., ':,,,""';REC:IPITADO,CDN_ .GLICINA .. 

TRATAM IENTD .·.DE l.~tH'.úirif:rL!A 2ós 1c:P.:v ú HÉMOFILIÁ\c:oN )Nttrs11lolit.s 

KE~NETH M. aRIN~ttdL'~fE~~A~Ü SHANaRoM,HARpLn R. ROEERTs,wiLÚAM P. 
\~EBSTER,LAJOS FEKETE ~ ROEERT H. tJAGNER. ( fr6a ) .. '. . 



Y!! NUEVO CONCENTRADO DE FACTOR ANTIHEMOFILICO DE ALTA PQTENCIA 

PRECIPITADO CON GLICINA 

TRATAMIENTO DE LA HEi\:OFILIA CLASICA Y HEMOFILIA CON HJHIBIDORES 

l. -INTRODUCC ION 
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Este concentrado de factor VIII precipitado con glicina,~uede ser ad-­

ministrado a pacientes en soluciones 100 veces m&s concentradas que el -

plas:na.Al parecer este 

rias inmediatas. 

secund.!!, 
,.;_~.-t;>.-,: ·o 

··: ;::.: -.:·:)t:~·-ºL:~:, ::.':_;'.~~~;~~~~·;-_: 

Las intervenciones quirúrgicas púaden eféctuar.sa ;i~:·'~~l{~.ioYcdn' la 

ayuda ae esta fracción. Do~~~·~ci~~?;is'.:~º~ hemoi'llié-C:ü~.iéa c~riipii.c~da 
con presencia de inhibld~{"cl~6üia~t~:d~ AHf',fue~oriú#~-~ado~'ccon grandes 

cantidades de la f:racdfli1·.Fd'~·'~lt~- potencia;pera.neUt;aÚ~a; al inhibidor, 

apareciendo una Ínejorla "cün~C:ii .. ( $ha~i;o SS. ;.J.967)~ ·• :;~' . ·., ...... 

La fracción coricefftraí:Ía~!I· purificad!! i:le. faC:tcii/v fIL paseé' gran'd~s- v.en­

taj as sobre el .plasm~ ~n el trat~miento de. ia hem~fiÚ~ clási'Ca (:.febster 

y cols, ,1965 y Abildgaard y col s. , 1966) .Por ee~aj~zÓn• la u~Úidad d!nj,, 

ca de los concentrados de AHF ha sido bus~~da'.:~b'r1116~d~}d~s dé~~d'~~.Se 
han investigado el uso de los ami~oácidos'co~h:>pf~c~p~t~gJ~~' det'AHF·--­

{ Wagner y cols.,1964 ) y con estos agentesfuna\série"dticonce~trados de 

f::accionas adecuad.gs para el uso hiiman~ han 'sido deser;o1.l.ad~:~ r'Ilri~k-­
hous y cols. ,1967;Webster y cols• ,l96S;'Jahnson y cols, ,1966).· : 

Hace 5 ellos se utilizaba como agente precipitante beta-alanina{irrita,!l 

te ce mucosas) ..aminoácido di f'icil de separar durante la obtenci6n del -- · 

factor antihemof!lica.Pequei'lae concentraciones de éste producen efectos 

secundarios mínimos pera desagradablee,cuando es administrado intraveno­

samente.Por esta raz~n la bete-alanina fue sustituida por la glicina co-

mo agente precipitante Wagner y cole.,1968 ). 

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

•oluble,da concentrados de arribe de 100 veces más potentes que el plas­

ma.Puede se~ utilizado en vol6menas pequei'los pare dar el nivel normal de 

~HF r&pidamente y restaurar la hemostasis a pacientes sangrantes con he­

~ofilie A.Tam~ián la nueva fracción ha sido utilizada con 6xito en el -­

t::ata:niento de la hemofilia con inhibidores de AHF circulantes. 
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2.-MATERIALES Y METOOOS 

La potencia del factor antihcmof!lico fue determinada mediante la tlic­

nica de tiempo de tromboplastina parcial.descrita en (Langdell y cola., 

1953),Figuras No.11,12 y 13 • 

El concentrado fue preparado medi~n.i;e u.?ffr~:cionamiento a gran escala 

de plasma humano (Brinkhous y col~•~l96Í~l~Lá111ate;iaprima para el lote 

fue el cricprecipitado ol:Tten.Í.do/de 2oó(J';;s0oibólsas de plasma citratado 

(sangre campletaextraidacen{C:~tr~:toC'al''~~'%-{ÜEl crioprecipitado fue. di­

cuel to y se le oí1ádi6 -p";Jii'~{i.Y~!J.~:fic"ol.;;~;~~;;~~··m~Íecular 6000, li~te f~e -

escogido porque sus so1IJC::io~es .~ol"IJ~-;~ci(;1/i~~o~as y· no causa da~nati.irali'."' 
zaci6n a tempcr~tur~ ~~bl;~t~ (~P~Í~~~-~-'6iJ.-a.,i~64 ),f'iguras·ifo~·c1{.B 

: . c.., ___ . __ .. _·.-:.·-·· - ' ·-·---.:,~_;:;-~_;,,:.~-- .. ·.:::--··.;-=,-'-· ---=-- __ ---·o_---·----'-----=---"--- 0"---c·--=~----,-----·; 

y 9 y Tabla No.Ü .Elfibrin6genÓ fu~ selecÚvaménte predpit~dc;; dejan-

do casi todo el AHF en sol~ci6n ( .-J~hn~ony cols. 11966 ) .fa elh:i~so h-­
nal el AHF fue precipitado ai'ladiendo glicina ( Wagn-er 'y cols.;f964J~F':Í.g.\!. 

ra No.10 y Tablas llo.12 ,i:] y i4.Dsspulis de ~ue el producto f~·e r~d.Í.--­
suelto en soluci6n salina citratada se vació en viales y se liofiliZ6. 

El producto liofilizado resultante fue almacenado a sºc antes de util! 
. --:_.,-._: .. ,_.--'-: 

zarse,ri;;ura No. 6 • •_,;.•· .. 

3.-Ri:SUL TADOS 
. ; ·~ 

El nuevo AHF da .alta potencia es comparado con .al plasma j'c,a'n'.~n)con-
centrado ce baja potenci~ en la Tabla No~ 9 •. 

-- - - ---------

Un a unicad de AHf es equivalente a aquella cantidad contenida en un ml. 

de plasma normal.Una unidad de inhibidor de AHf es definida como la can­
o 

tidad que neutraliza una unidad de AHF en una hora a 37 C • 

El nuevo AHf de alta potencia contiene 1050 unidades por vial y canti­

dades relativamente pequei'las de fibrin6geno.El lote presentado en este -

reporte está 162 veces purificado,pero otros lotes tienen cerca de 400 -

veces. 

La Tabla No.10 muestra los rangos de los valores de cuatro diferentes 

lotes de AHF da alta potencia.La concentraci6n del factor antihemof!lico 

oor gramo de prote1na varia de 1600 a_S~JO unidades.El rango de los val2 

res de purificación va de 110 a JBO.Csrca de dos tercios de la prote!na 

!?$ fibrin6geno. 
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El nuevo AHf de alta potencia,precipitado con glicina,he sido usado en 

cuatro situaciones diferentes en pacientes con hemofilia clAsica severa: 

en el estado tranquilo,en crisis hemorrAgicas,para las operaciones y en 

la hemofilia complicada' por la presencie de inhibidor circulante de AHf. 

4 .-DISCUSION 

La nueva fracción de AHf precipitada con glicina es estable, flicilmer:kte 

se disuelve y puede sei:·administrada con jeringa.Le mayor parte delo~ -

lotes ( de 3000. uril,d~dll}J p&ed~~ ser disueltos en una can ti dad tan ¡í'e'."­

quai'la como JO ml. ;J abla' NIJ ~· 9 •Esta cantidad puede ser administr.ada IJle-

:~a::e A~;ª n!::~~~~n.r~Jt~s¿~~ff~f~iifr~l:~:~;::: ::::c::;1:~i::~:~ ·c~~~~j~:! 
te ventajosa en 'er,li-at'amfento1 :ci~' un episodio hemorrAgico cat;~trófiéo. 

_- >::;-; '~·:,;·::---'-.t·.:-.-:':--·.-,~--¡:1:?:-:·';-·;~-·-;;_ - - . - - -_: 

Con las prepaJ:~#~n:1(sS~fe'f; .. ~:~f: .. d~ ~Ha potencia como .con el de ~ba}afse 
elimina le complié:ación<de .;hipervolemia ·tan com6n en · ia ter~pi~~;:i.~terisi.;. 
va con plasma, El !{de,',·o((;J.~c·~~ff~do ~On cuando es admini~ti~d~:~'.~ g~~~des 
cantidades no produ&:~·hiperiitl~l~!l 9 en'emia. <:C' .:;C'~;ts~~. ·.·· ... ·· 

El nuevo mH~dofcl,t ~H~'.~(;i§~.t~~fa¿to~i y'1 I I e~ ~da~~~bl~i .~ ;:Pa'':.P~~dJ~-~ 

ci~: ;:c~~::a:s:~1 ::~~niiif~~-et Ie~o9u-~to-~¡j~'r~~~~~~;;.~
1

j~1{ciJ{~~;~}z-¿:·=d~sis 
necesi teda para. un episodio' de/sangradi:i}verifcllj 8 ~iíta'cno\f6é:Ü '.de 'clJnse::.-

guir con el AHF criopredpot~ci~·.·' ,,~<··•••,> ·,_y"';y',·;.{'f) 
El rna ter i el de A Hf altcaiñtr\'{~': ptrii f ic'"a"cfi~'"'t~'iiif.{Ú¡;¡:ccpr~o~~"t"fi~~~~cjtií~eri=ei 

tratamiento de hemof1licos con inhibidores de factor .. VII !.El ÍnhÍbÍdo; -

parece ser un anticuerpo y la reacción con el AHf resulta en l.e,.n~u~ta-­
lizaci6n de ambos.Por lo que es razonable que el factor•VIII,ad~inis~re-

do en cantidades calculadas para exceder lo requerido para lá né~tr~liz!!, 
ci6n del inhibidor debe 9ervir para le hemostasis. ,<\} .... 

Le facilidad de conseguir esta fracci6n y la sencilla ~dr!1Í~i~t~ad'ic5n -

pueden permitir a los .hemof!licos ser tratados en casa 'por 'n/.i.eni'b~·c;;· de -

su familia entrenaaos.AOrlmés,fas fracdoñescÚs·i\~r ~·1:{a'~i~t"'l'¡;~'l'ir.té:a.:.­
cas pueden ser. hena~ien,t~s 6tiles.paralos estudii:is~bAs'f¿~~'r~queridos 
para dilucidar. el ~llªP;i;:~-; -~;;;,~~-~=~~=~-ti~'~iJii;a;J,;::;.·~c•-c ::1:.·-7.::=:-=· ... 

r:i :naterial de este ~~tJdio fÍJ~ ~~~;ó~~~Cl'n!ldlJ por i~ di~isi6n Hyland,-

ce los Laboratorios Travenol. 
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Table No. 9 .-Comparación de las fracciones de plasme precipitadas 

con glicina.Los an~lisis de AHf están basados en el con 

tenido de un vial del concentrado liofilizado. 

c,,RACTER lSTICAS 

VolÚmen (ml.) 

Unidades de AHf 

Fibrint5gcno (mg,f 

Prote!ne totel(mg.) 

Purificacilndel AHF 

Concentración del AHf 

Concentraci6n del AHf 

AHF PRECIPITADO-GLICINA 
BAJU ALTA POTENCIA 

10 

,, ,,. "'· 'º. _,,.,.'"' .. , .. , '"'" uoo d;,:r ... '.: l~f J:';~f f,, ,,,_ 
cipitados con ;lici~a. 

CGNC::NTRACION DE AHf 
f'ROTEINA FlSRINO- (unidades/ g de prot.!!. Mo.o:: VECES 

LOTE No. TOTAL ( g) GENO ( g) !na total). PURIFICADO 

l l 1,600 110 

2 l o.69 2,300 160 

3 l a. 70 1,900 140 

4 1 5,500 JBO 

PLAS~IA l o.os 14.3 1 



SAIJGRE 

(En soluc:i6n 
salina citra­
tada al 4 $ ) 

. :>~· ~Eentrif.ug·•·.ª .. _c:i6n 
Paquete celular4-~'.-;f; ... ·. , 

·<t Jg.;fu·&g~~~f ~i~K,~;· .. 
·-· 

. -··-·.-;_·.,. ·:·:-,.-:;-' 
' ··~: ~.--:~:.·: ' -,, . -. º_':;;·. 

:;.:'=··.<--.< 

; ~· ,;_o-o'..0,..-~----·~·- - -·_.=c··.o_o:-=·..o=.-.~-

' -<:-"c.·_·:.;_: 
;:;c4·:·---• 

VIII PURO 

~--R_·-.. 7.suspensi6n ¡ · c_itr'.ltada •. ' 

FACTOR VIII PURO 
EN SlJLUCION 

. ~-)Fil. t.r.ac.i6n b)llenado 

) Congelado _ 

· Liofilizado 

f ,\.CTOR '/ ll I 

56 

·ir:ura lle, 5 .-M6todo de Srinkhouo y c:il3!:::or,::::="ls ;:3;:a la obten:i6n 

dg factor antih~"arllica hu~,na, 
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Tabla No,11.-En esta tabla se presentan los resultados de los experi­

mentos previos realizados oor Polson y colaboradores para s~ 

leccionar el pol!mero lineal de alto peso molecular que se -

utilizar& pare el fraccionamiento de plasma. 

Soluciones Causan desnaturalizeci6n 

Pol!mero altamente de las prote!nae viscosas 

~onilfenil-etocilato(NPE) )( )( 

Polivinil slcohol(PVA) )( X 

Polivinil pirrolidina (PVP) X X 

Dextran X NO 
Polietilen glicol(PEG) NO NO 

rigura No, 7 .Curvas de precipitaci6n obtenidas por Polson,sobre gamma 

globunina,utilizando PEG co~ diferentes pesos moleculáres. 

Cene. de gamma 
globulina en .,. 
el sobrenadan. 
te ( g/ IOO ml.) 

0,75 

5 

20000 • 2 
.\000 , ~ 

600 ' 6 

6000 
1500 

300 

s 

Concentr~ción de PEG 
(g/IOO ml.) 
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figura No. B ,Indices de preciritaci6n de los diferentes pesos mole-

Indice de 
Precipi t,a 
ci6n 

culares de PEG.\Obtenidos por Polson). 

1 

' 60 

40 1 
1 
1 
1 

20 ~ 
' ' '• .. ..... ........ __ ,.. ______ ... ---- ---· --- --. ---

ª"'-~~~~~~~~~~~~-.!'--~~~ ..... ~~~~ 
5 IO IS 20 

Peso molecular de PEG x, 10 3 

:.ot~: Indice de Precipitaci •n - Se define cono la canticad de pol!mero 
requerido para precipitar el 50% de la 
orote!na contenida en una soluci6n de 
I g/IOO Ml. de gemma globulina en bu-­
ffe; Je fo~fatos 0.066 M (pH 7.2) e 
21 c. 

F.::;:¡ura No, 9 ,Rangos de concentracii5n de PEG donde los diferentes 
componentes del pl;isma son precipitad os a tres di fere!l 
tes pH.La m~~ime cantidad de un c:om~onente es precipi­
tado cerea ::'"!l eentro de las l!neash-;iri·zontales.~'!!todo 
de Polson.~onde A,fibrini5geno;B,slfa·I globulinas;C,a¡ 
fa-2 globulinas;D,beta globulinas;E,gamma globulines;­
F, ali Omina. 

4 pH 4,6 
a e 

pH 5, 8 

n 

¡: 
pH 7,0 

2 ~ 6 e 1 1 .~ 1 ., r .: 1 (. r :.J .. J 
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1-'LASMA FRESCO 

ra)Adici6n de Al(OH) 3 
b)Centrifugaci6n 

r---"P~R~•~c~r-P.r.rQa~no ..... ~--. 
All~H) J y PLASMA 
Prote!nas 
del grupo 
de la pr~ 
trombina 

a)Ajuste de pH a 6.9 
b)Adici6n de ílorigel 

e Bai'lo de agua 11 28 °e, 
dl Centrifu gaci6n 

59 

e) Segunda centrifugaci6n. eri 'presencia 
de All0H)

3 
para eliminar el~florigel 

PLASMA 

}

Ajuste de pH a 6~9 
Adici6n de Glicina 

Centrifugaci6n 

so:RE~;DANT: I -

PREllPlTADO 

-

JDisoluci6n en citrato .de_.sodio 0.02 M. 

)Adici6n de lieta-alanina J,0 M. 
}9ai'lo de hielo por una hora. 

· Centrifugaci6n 

PREC:lP!TADO I1 

. ~ Disoluci6n en 

~Liof'iliuci6n 
A H f' 

citrato de sodio 0.02 M, 

Figura No.lO;M6todo de Wagner y colaboradores para la obtenci6n 

de AHf' de olaama caninoalsta tAcnica tambi!n es apli­

cable oar~ la extracci6n de AHf' de plasma ~umano, 
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Tabla No.12 .-Precipitaci6n de prote!nas plasmáticas por aminoácidos a 

una concentraci6n de 1.5 M.(Metodo de Wagner y colaboradores). 

Paira esta 

Beta alanina 

ellperimento. se utiliz6 plasma canino. 

~rote!na Prote!na 
precipi- rendimieJl 
tada. to. 
g/100 ml % 

AHF 
rendimien 
to, 

a 
6e 

.92 

~ 

Número 
de ve-
ces P.!!. 
rific.ll 
do 

13 

26 

,:,,·::-, ·~.~ .. -;.:;.::,.·.~ .'. \:' .... · .. ,· .. -,; :. ·.' '~· •; ' ~ .. }-> ->.:<:'·. >:> _:.~.-::·_(::)<:.:. , 
........ _:.:,_·,:·:~·-·- /~; .. /-;~ ;.-f<. ·:, : __ ,s,~>-·,··- .;,:·_i/ };:·:~-~ 
· · <· -~-·~ __ :>_-·-~--~<:~ _~· ~J< :c;,;1 ~--:;:.:.~·¡ ~ .. 

Fibrin6-
geno pr.!.! 
cipitado 

mg'lt 

NO 
26 

51 

54 

33 

• • . -::{,:;,.:;:; v\''. .,.., . -:<~ :·_ o,<.:;' 

Tabla No.13 cc.~i\ti(pre~ipitaci6 "con glí"cfa~;t~~·¡ ,~j_f~¡t~Jo,,deº W11gner y co­

l~Íí~r~cJ~r~s~Para este e;p~~l~~~:f(, ~~ Júfi~6 plasma canino. 
"·';··<··· ,.:~~· .. 

·-=--·co-=. - -- ----- _ ___:o~~·~:~-~-~;,~~~~(;~~;~~~~~~i2~i 

Molarid!ld de la .Glicina Rendimiento del AHF 1 C%l . NOmero de veces purificado 

"·º 
2.0 

2.0 

2.0 

2.0 

2.0 

2.3 

2.3 

2.J 

45 

48 

55 

62 
-94 -

32 
·--

103 

110 

7B 

339 

306 

3II 

555 

382 

38 

220 

272 
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Tabla No.14 .-Precipitaci6n con aminoácidos de AHF' humano y bovino. 

Ml!itodo de \.¡ag11er· y colaboradores. 

Rendimiento de AHF' NCimero de veces 
' ~ ., :. % purificado 

.Bovino 66 54 

GLICINA I.5 M~ 

Humano I2 9 

Bovino 6 IS 

JET A-r\LMJINA 
l.: ,, ... Humano 25 17 

Bovino 23 36 

3:.:T A-ALAN INA 
2.0 M, 

Humano JO I4 

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

acci6n irritante sobre la piel,mucosa oral y conjuntiva. 

Uonde1 

gn% X 
fracci6n gm¡;. 

dHF'I Tul 
100 

gm% :concentraci6n normal de protelna en plasma. 

fracci6n gm% 8 concentraci6n de prote!na en la 
fracci6n. 

AHF'l~I :actividad de AHF' en 1 de plasma inicial. 



Figura No.ll •• -M~todo de Langdell y colaboradores para .1• determinaci6n 

del tiempo de .tromboplastina parcial .Los tiempos. de coagula-.i. 
'., .. -. . . 

ci6~ para cada diiGci6n de cada plasma son determinados por -

tr ipli c~~.ll.}_?.r~m·;~-diado s ( 

---·-.-;~·;-"·.-:,·~ <·.\:::~~;·~~;:.,"';:_:~~~;;~~e<·-·'·"' :·)~'.~2 ·,, -~. :-·:~· -·-~ .. -., ·- .,,_ ,·- ~ 
. ·. :-.:·::~_;:._.::'-•'[; ·~·.:- .. /< ._, .}-:'~:.::;:=: ,.··' ., .. , -, 

P L ,, sM A H ~ Mo f" 1~··1 ca' i,;~;~.-~i;iiih~~~ A~i~Zfo:g¡~-~% :•.·;;~;;~'.;~rc·Á'cdi~dSi ;.j¡ oi\ zoe>~ 
e I TRATADO;.· ~:' ';c':--·'§%~~~!~~-f~~~f~~tTn.a;)-~~~<~-~~~{~~ti1~i~~~~ff~r~r~ 

(substrato) partes_ dé bu(fer~ imi 
bai'lo de 20 ºe · dafor,¡)H.'7,2 y•s' par 
hielo · - ·· ·· ·tes-de''soluci6n.seli 

0.1 ml.(c) na.) --··· 
O, I 

PRUEUA 

(or<:iviam"!nte fijf­
tados con BaSD 4 l 
Diluidos con ~al. 
salina oxalatada' 
a:I,?.5,5 y IO r¡(, 

SE ADICIGNAN A UN 
TUBO DE VIDíl IO A 

za ºe 

ºe 
ml. (d) 

:.ata: El orden de adici6n de los rea_ctivos es.como sigua,a,b,c,d, 

El· :JaS0,1 adsorbe de el.,pl3sma.la tro.mbina y el .. factor acel~ 

rador del plasma,pero no al AHF. 
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Figure No.12 .-Tiempo de tromboplastine perciel de mezclas de plasmas 

normales y he•of!licos.Esta grAfica fue obtenida por Lang­

dell, Wagner y Brinkhous. 

El mAtodo está basado sobre la observaci6n de que incre­

mentos en la cantidad de AHF,dentro de los limites anotados 

en la figura,causan progresivo acortamiento de el tiempo. _ 

de tromboplastina parcial del plasma hemof!lico. · •· .. <· 

La actividad del AHF puede ser expresada como ún;:% dBiZnor-­

mal. En el ensayo 1 11 cantidades ~cinstantu d~:;J11a't~f.i.i;1;c!_cproba­

do para acf. de AHF. se le.~.dicio~6 una' canÚ~ad 2~~hsit~¡e de 

:~~ª::t:~:if~tt;l~t~•;};:;~~:;rt·~~fd~-~r~~·~~~~-~:~:i:ª,~~}Ü2;~·.~.~-~:;_ 
dard d~ trombopl~sÚn~ y 'c:ibrÜ.ro d~' cai6.i.o~· 

250 

200 

ISO 

IDO 

50 

1 
IDO 

'.' ·-. ,: .-.·,· ..• -" ·',,_. ·;-, ··- : . . -·· .. -.,o, - ; 

2 40 ºº % de plasma 

a6 66 46 
.¡, de plasma 

_____ -:_ - --

100 

Tiempo de 
coagulaci6n 

(segundos) 

normai citratado 

26 ~ 
hemofUico ci tratado -
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figura No.1J.-llustraci6n gr~fica para el c6lculo de la actividad 

relativa del AHf,Datos obtenidos por el m~todo de tiempo 

de trombopla&tina parcial(Langdell y colaboradores), 

225 

200 

175 

150 

125 

El tiempo promedio de coaguiaci6n est6 trazado contra -

el '/. de el plasma prueba o,control usado,este dato esto§ 

indicado sobre una escala logar!tmice. 

.', -. ~ ._ 

% DE PtASMA CONTROL O PRUEBA 

/ ~_: ~-~i~ -=- -=-· -

':ate: C.Uculo de la acÜv id~d re la ti va del f~ctor-VI I 1 del p·lii.sma 

prueba: % da·pl'lsm.,control X rno: %._de __ la.activid~ddel 
% da plasme prueba A~f en el plasma 'prueba 
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AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DEL íACTOR VIII HUMANO 

1.-INTRODUCCJON 

" 

El ~6todo descrito aqul produce un concentrado de factor VIII con une 

purificaci6n de aproximadamente 500 veces a partir de la fracci6n cric-­

precipitada del plasma humano.El procedimiento de aislaMiento involucra 

la adaorci6n de contaminantes con Al(OH) 3,cromatografla en columna sobre 

citrato tris6dico-celulosa,precipitaci6n con concanavalina A y una etapa 

de filtraci6n en gel de agaroaa. 

Con este procedimiento,un producto relativamente estable de alta pure­

za puede ser hecho en cantidades de miligramos.Esta preparaci6n es apro­

piada pera estudios fisicoqulmicoa y biol6gicoa. 

2.-MATERIALES Y METODO 

La preparaci6n de factor VIII purificado fue obtenida a partir de crig 

precipitados como material inicial.En un tlpico experimento,el contenido 

de cada 10 bolsas de crioprecipitados fueron disueltos individualmente -

en 5 ml. de citrato 0,05 M y Acido epsilon-amina-n-capr6ico 0.5 ~,pH 6.8 

a 37°C y transfe~idoa a tubos de centrifuga de poliestireno conteniendo 

l ml. de Al(OH) 3 al 30 %.Cada bolsa es enjuagada con 5 ml. de buffer ci­

trato y la soluci6n de lavado es transferida al tubo de centrifuga co--­

rrespandiente.Deepufs de una inicial.mezcla con el hidr6xida de aluminio, 

el contenida da los tubas es puesta en un vaso y agitado por 15 min. a -

temperatura ambiente.El precipitado de Al(OH) 3 es removido por centrifu­

gaci6n a 16000 X g por 10 min. a 22°C.El sobrenedante (aproximadamente -

140 ml.)fue puesto en una columna crometogrAfice de citrato de calcio-e~ 

lulosa.~sta columna fue preparada con 150 g de citrato de calcio prelav~ 

do con l litro de HCl y 150 g de polvo de celulosa suspendide en un li-­

tro de citrato O.OS M y Acido epailon-e•ina-n-caprdico o.s ~.pH 6.B den-

' tro de une colu•n• de polipropileno (7.5 X 30 cm. ).El crioprecipiteoo -

adsorbido con Al(DH) 3 fue vaciado dentro de le columna,seguido de inten­

sivos levados con buffer citrato heata oue el efluente tuvo una eosorban 

cia de menos de O.OS a 260 nm,,lo cual fue logrado aproximadamente con -

1.8 e 2.0 litros.Deepu~s del inicial lavado con citrato,la columna fue -
- 'J 

transferida a un cuarto fr!o (~ C ) y el factor VIII se e~~rajo con una 

soluci6n conteniendo E.D.T.A sal tetrasddica O.l M,bu'f~r tris-HCl 0.02 

M y ácida epsilon-amino-n-capr6ico 0.5 ~.oH e.s,a una tesa de flujo de -



.. 

6J 
O a 10 ml. por minuto.El flujo fue reducido a 2,5 ml, por minut~ deepu6a 

de que loe primeros 400 ml. de solvente hebian pasado par la columna y -

fracciones de 25 ml. fueron tomadas. 

Las fracciones conteniendo la mayor!e del factor VIII ( apro~imadamen­

te 220 ml. l fueron mezcladas con un d6cimo de volumen de PEG al 40 ~ en 

NaCl 0,25 H e imidazol 0,2 H,pH 6.5.Esta soluci6n fue entonces puesta en 

un baMo de hielo-agua por 10 min, despu's de lo cual el precipitado fue 

centrifugado a 4°C 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---
o 

ffer tris-HCl 0,02 M,pH 7.4 a 37 C .Adicional purificaci6n del factor --

VIII fue llevada a cabo por adici6n de_l.6 ml. de concanavalina A 25 -

mg por ml. de disolvente en NaCl 1.0 M ).La soluci6n fue mezclada y en-­

tonces dejada a temperatura ambiente por 10 min •• La mezcla fue centrifu­

gada a temperatura ambiente por 5 min. a 2000 X g y el precipitado fue -

redisuelto a 37°C en 2 ml, de NaCl 0.25 M - imidazol 0,02 M ( pH 6,5 ) -

conteniendo metil-gamma-D-glucopiranosido al 10 ' y azida de sodio b:o3% 
y dejado toda la noche a 4 ºe • 
La etapa final en la purificaci6n fue el paso de la soluci6n de canean~ 

valina A - glicoprote!na ( 2.5 a 3,0 ml. ) a través de una columna d~ ag~ 

rosa ( 1.5 X 100 cm, ) pre-equilibrada con la misma soluci6n buffer de -­

metil-gamma-D-glucopiranosido, como se deacribi6 antes.La extracciOn 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 -­

contenido de los primeros 4 tubos,conteniendo aproximadamente el 75 ~ del 

factor VIII fue precipitado con un volumen de 1/10 de PEG al 40 ~ ( 15 -­

min. 11 oºt ) se~uido de centrifugaci6n a 16000 X g por 10 min, a 4°C .El 

factor VIII precipitndo fue disuelto en 2,0 ml. de buffer tris-HCl 0,01 M 

pH 7.4,NaCl 0.15 M,y azida de sodio 0.03 M y almacenado a 4°C.Bajo estas 

condiciones la actividad del factor VIII fue estable por aproximadamente 

2 semanas;después de 4 semanas la actividad baj6 aproximadamente el 50 %. 
Cuando fue r~pidamente ~ongelado y almacenado a - BOªC ,la estabilidad 

fue mejorada (figura No, 14 

En los m~s recientes experimentoa,le soluci6~ de crioorecipitado adsor­

bido con Al(OH) 3 fue agitado por 15 min. a 2oªc con 150 g de citrato de -

calcio prelavado en 250 ml. de buffer citrato Q,05 M.LB ~ezcla pastosa 

fue entonces centrifugada por 5 min. a 7000 X g y a 16°C,el citrato de --



calcio entonces fue lavado 2 vecee m8e con 500 ml. de buffer de citrato y 

centrifugado a 4°C .El citrato de calcio precipitado fue entonces mezclado 

con l litro de buffer citrato conteniendo 150 g de polvo de celulosa y --­

puesto en una columna de poliprapileno de 7.5 X JO cm •• El factor VIII fue 

extraído como se describe anteriormente.Esta modificaci6n favoreci6 el P=2 

cedimiento de purificaci6n por l o 2 horas. 

3.-RESULT~DOS Y DISCUSION 

Las etapas de purificaci6n del factor VIII humano y el rendimiento de -• 

une preparaci6n tipica se muestran en la Tabla No.15 .El material inicial 

(crioprccipitados) est~n entre 5 y 20 veces purificados y un rendimiento -

de 25 a 45 % con respecto al plasma.Cantidades remanentes de factor VII, IX 

,X y protrombina fueron removidas del crioprecipitado mediante una etapa -

de adsarci6n con Al(OH) 3.La etapa siguiente fue pasar el concentrado a tr~ 

v!s ~e una columna cromatogrAfica conteniendo citrato de calcio-celulosa -

figura No. 15 ,cuadro superior ).Una mayor porci6n de prote1na aplicada 

~ le columna aparaci6 en el solvente inicial y contenia aproximadamente --

10 S del factor VIII,mientras que la cantidad mayor de factor VlUfue ex-­

traida .én~Í~segund~ pica.La etapa final involucr6 la precipitaci6n del 

factor VllLcan concanavalfna y una subsecuente fil traci6n en gel sobre a­

garosa ( Figüra Na.15 ,cuadro inferior ).El factor VIII apareci6 en el 

primer pico dé:: la 'columna de agarosa separado de la concanavalina y de las 

trazas deJi~rJo6geno y otras prote!nas conta"linantes.Unicamente una por-­

ci6n d~ • e~te pico', como se indica con la barra, fue re11nida y concentrada •• 

por precipitaci6n con PEG.La purificaci6n del factor VIII humano con res-­

pecto al crioprecipitado fue de aproximadamente 500 veces,lo que equivale 

a una puriflcaci6n can respecto el plasma de 30(10 a 5000 veces.El factor • 

VIII humano preparado por este m!todo estA libre de fibrin6geno,protrombi­

n•,fectores V,VII,IX,X y XIII. 

El producto obtenido siguiendo los lineamientos descritos anteriormente, 

fue usado pera obtener el peao molecular del mismo y su compasici6n qu1mi­

ca, entre otras det~rminacionas. 
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Figura No.14,-H6todo de obtenci6n de factor anti~emoftlico.humsno 

(Lagaz ME,Schmer G,Counte R6 y Davie :~W,1973,) 

5 ml,(citrato 0.05 M,Acido epsi-
lon-amino-n-capr6ico 0.5%) 

pH 6.B , :l7°C. 
En tubo de centrifuga contenien­
do 1 ml. de Al(OH) 3 al 30 ~ 

Agitaci6n por 15 min. 

CENTR IfUGACION 
(16000 X g , 10 min. , 22°c ) 

Precipitado de ·1 
Al(OH) 3 l 

SOBRENADAIJTE 
(140ml.) 

~ EXPERIMENTOS RECIENTES 
COLUMNA CROMATOGRAFICA 
citrato de calcio-celulosa 

(7.5 X 30 cm,) 

lavados con buffer de citratos 
hasta qua el efluente tenga me­
nos de 0,05 UA a 280 nm 

l l,B - 2,0 litoa J 

Cuarto frlo 4 ºe 
Extrecci6n con E.D.T.A, O,l M, 
buffer tris-HCl 0.02 M,Acido -
epailon-amino-n-capr6ico 0,5 ~ 
pH B,S 

RECOLECCIDN DE FRACCIONES 
da 25 ml. deapu!a de paaar 
400 ml. de solvente 

t
PEG 40 S,NaCl o.2s H a 
0.2 M • pH 6,S 

ªª"º de agua-hielo por 
crnTR IFUGACIOll 

Sobrenad:~~~ X gj, 10 min, 4ºC ) 

de a echado 1 
PRECIP lTADO 

imidazol 

10 min. 

_DiDuelto Dn 15 a 20 ml. de KCl 
0.02 M,buf~er tris-HCl 0,02 M 
pH 7.4, J7 C 
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CONTINUACION 

dici6n de l. 8 ml. de concanava­
line A 

gitaci6n 10 min. 

CENTR If'UGACION 
( 2000 X g , 5 min.) 

Sobrenaden ta J 
desechado 1 

PRECIPITADO 

~ 
edisoluci6n 11 37 ºe en 2 ml. de 

NaCl 0.25 M - imidazol 0.02 ~. 
pH 6.5,conteniendo metil~gamma­
D-glucopiranoai¿o 10 ~.azida de 
sodio 0.03 %, 4 ºe . 

COLUMNA DE AGAROSA . 
1.5 X 100 cm,) 

~
Flugo de 15 ml, por hora 

Muestras da 3 ml. dsspuAs de pa­
sar 4QD ml. 

PRIMERAS MUESTRAS 
( 75% del F-VIII 

~EG 40 /\ 

~ezcla por 15 min. 11 oºc • 

CENTR IFUGACION 
16000 X g,10 min,,4°C) 

1 
PREClP ITA DO 
f'act1n VIII 

t

Redisoluci6n en 2.0 ml. de buffer 
tris-HCl 0.01 M,pH 7.4,NaCl o.is M 
azid11 de sodio 0.03 M, 4 ºe , 

íACTO~ Vlll PURlf'lCADO 
( AlmeicenRdO a - BO 't ) 
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Tabla No.15.-Purificaci6n de factor VIII a partir de crioprecipitados. 

El ~ateriel inicial empleado fue crioprecipitados de 10 -

donadores voluntarioe,esto equivale aproximadamente a 

2600 ml. de plasma (donaciones individuales). 

ETAPA DE PURIFICACION PROTEINA UNIDADES ACTIVIDAD RENO!- F~Rifl-

CRICPRECIPITADO 

Al(OH)
3 

CITRATO DE CALCIO-
CELULOSA 

CütJCAt:AVALINA A- .. 
AGMlüSA 

TOTAL TOTALES ESPECIFICA MIENTO CACION 
m 

11600 750 

9990 750 

96 260 

;5 170 

m 

0.065 

0,075 

2,5 

'i·'···., 
100. .1'."1;· 

_. · ... _.. _ ~?:/Í",'.,c- -:::-i~;-~~~'.. ::; 5 •·· 

.34 } jé.·h'c22.6~· 523 
. -·.,,' ::{/--'-,'}:~-i~~·f:,~~~i;~?.:~-- ":-~~~~~-.'-e· 

Fii;ura No, is.-CromAtografh en column~· d1(~ii~~io .~e!~ ~~Ú.ÍIJ..:~1J.~losa --. -- :- . -" . :· >· ·-::~ :>: _:.-.;_---·:.:··· .. ::<Y:·:-.;.,<<·:·-~,~:>~·:::{;·-<t :r .. ~:º-<:·_\: -- -
· dal crioprecipitado .~dsorbido/IJI) Al(9~J3'•.~Yªdf~?~pe---

rior.Filtraci6n sobre gel ae'.ag~·i¿;sfi/~uaclro' i~ferfori 

COrJCENTRACION DE PROTEI~¡s7.~~ /e; · " ·.·• 

ACTIVIDAD DEL FACTOR VIII1; 

2.B 

2.0 2,0 

1.2 
1.0 

ABSORBANClA 0, 4 ACTIVIDAD DEL 
"' ·. -~: ... '~ -.. 

?OO. nm 600 1?00 2400 2800 fACTOR VIII 

1.4 

1.0 

0.6 

o. 2 

16 

12 

a 
4 

U/ml. 



LOPAClUK 

,. 



7J 

SEPARACION DE fIBRINOGENO DEL FACTOR ANTIHEMOFILICO ~OR MEDIO 

DE DEflBRASA 

1 0 -INTRODUCC ION 

Uno de los problemas mlis comunes en todos los métodos de .-pu~i ficaci6n 

del factor VI 11 es la remoci6n del fibrin6geno. Adsorci6n con b~-~~~ita -

o florigel, cromatograf!a en columna, precipitaci6n con licido_ tlinico;· fil-­

traci6n en gel sobre agarosa y precipitaci6n con PEG ( Johnson-'y _c_6ls., 

1968 l han sido métodos empleados con el prop6sito de remover el _fibrinA 

geno.Huchee de estae técnicas han tenido solo un 6xito parcial-~ ~~n prg 

ducido resultados inconsistentes. 

Otra posibilidad consiste en el uso de enzimes(semejantes e l~'tro~bi­

ne) del veneno de serpiente.Algunas de estas enzimas convi~rte-n: ;l·=_fibri 
-,,_,,,,··_. -·'· .. : 

n6geno en fibrina pero no necesariamente afectan al facto~·VIll~En~~ste 

trabajo, la preparaci6n de una enzima parecida a la trombina del li'eneno -

de Bothrops·atrox ( serpiente l fue usado con el prop6sito de'remover el 

fibrin6geno. ·e;~> 

2.-HATERIALES Y METOOO 
<-:o;-~-:~ ·:= .--~-

El plasma citratado fue preparado a partir de sangre venosa de volunt~ 

rios normal es, a le cual se le adicion6 l/9 de volumen de citrato trisóci 

co 3.B ~.La sen~re fue centrifugada e 1800 X g por 30 minutos. 

El plasme normal citratedo fue incubado con diferentes concentraciones 

de defibrasa ( enzima perecida a la trombine,Pentapherm AG,9asel,Switze¡ 

land) en buffer veronal ( ll.75 g de dietilbarbiturato de sodio y 14.67 

g de NaCl disueltos en une mezcle de 1570 ml. de egua de~tilade y 430 ml 

de HCl O.l N , pH 7.35 l.Despu&e del y 4 hores respectivemente,0.2 ml. 

de la mezcla de incubaci6n fue removida de cada tubo,diluida 1:20 y 1140 

con buffer conteniendo anti-defibrase l ml./100 ml. ( una inmunoglobuli­

ne ) y ensayada para factor VIII después de retirar el fibrin6geno form~ 

do dentro de las 3 o 4 horas siguientes a la incubaci6n. 

Posteriores experimentos fueron llevados a cabo utilizando una frac--­

ciOn precipitada en presencia de dextran,como nateriul inicial.Dextran,­

de peso molecular promadio 70,000,fue adicionado a plasme humano con ACD 

a un~ concentraciOn final de 3 ~ v/v.El plasme fue dejado toda la noche 

a d°i: para que precipite.El crioprecipitado fue recuperado por centrifu• 

gaci6n,lavado una vez con soluci6n de dextran al 3 ~ (an NeCl 0.15 M l y 
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entonces redisuelto en un volumen de solución de citrato aaline ( 1 par-

te de citrato tris6dico J.B ~ m's 5 partee de NaCl 0.15 "•el pH se ejue­

t6 a 6.8 con HCl l N )igual a 1/20 del plasma inicial.A cada 100 ml. de 

esta preparaci6n diluida 111 con agua destilada se le adicion6 O.S ml. -

de defibrasa.El fibrin6geno fue rápidamente removido y la mezcla de inc~ 

baci6n se dej5 toda le noche a 4°C .Al siguiente dla,le fibrina residual 

y otros materiales precipitados fueron separados por centrifugaci6n, 

Pera concentrar el rector VIII de la fracci6n libre de fibrin6geno una 

etapa de precipitaci6n en fr1o con etanol fue eapleade ( figura No.16 ). 

El conc~ntrado anterior fue aplicado a una columna de Sephadex 6B ( 1 

X 60 cm. de tama~o ) y extraído con buffer salina citratado conteniendo 
• 

citrato tris6dico 0.014 M, NaCl 0.13 M y Acido epsilon-aminocaproico 0,2 

H ( pH 6,5 ). 

J.-RESyLTADOS 
Como se puede ver en la Tabla No, 16 ,pr6cticamente no se observ6 pér­

dida o incremento de actividad del factor VIII entre las 'muestras proce­

sadas con defibrasa y las muestras de plasme control que fueron incuba-­

das por el mismo periodo, 

El fibrin6geno,el cual se form6 en los plasmas tratados con defibrasa, 

fue removido al final de la incubaci6n (dentro de las 3 o 4 horaa si---­

guientes) pare determinar la concentraci6n del mismo en el sobrenadante. 

No se detect6 concentraci6n alguna de fibrin6geno. 

En le figura No.16 sa muestra que a una concentraci6n final de etanol 

del 15 ~ precipitllcasi completamente todo el factor Vlll pero 6nicamen­

te el 60 ~ de la protelna total.AdemAs,aproximadamente el 75 ~ de la de­

fibrasa originalmente presente,permaneci6 en el sobrenadante.El precipi­

tado puede ser f&cilmente disuelto en solución salina citratada a un vo­

lumen de l/100 de aquel del pl•eme inicial.Su actividad especifica est6 

en el rango de 2,530 • 6,250 U/g de proteina,lo oue representa aproxima­

damente una purificaciOn con respecto al plasma de 200 a 400 veces.Este 

concentrado fue estable cuPndo almacenado por 48 horas e tem~eratura am­

biente ,por una oemana a 4~ y por elmenos tres aeses a• 25°C • 

~l conc~ntrado obtenido cesou~s de la etapa de orecipitaci6n en fr!o -

con etanol y posterior rurificaci6n oor cromatograf1a en columna de Se-­

oha, ,resultó con una purificac~6n de 3,000 a 8,000 veces con respecto al 

plasme,estaole por 2 dias a 4°C y por almenes J meses a - 25°t. 
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4,-DISCUSION 

Los resultados del presente estudio muestran que la defibrasa cuan~o -

probada a un más amplio rango de concentreci6n,no afecta la actividad ni 

destruye el f8ctor VIII en el plasma. 

Adem~s,le defibrasa usada en concentrados de factor VIII de baja pure­

za,tales coma crioprecipitados y dextran-precipitados,remueve el-fibri-­

n69eno sin ninguna aparente reducci6n en la actividad. 
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Teble Na.16.- Activided del rector VIII en el plaa•a tratado con 

Defibr••• e incubedo e 3TºC • 

CONCENTRACION ACTIVIDAD DEL FACTOR VIII DESPUES DE 
FIP>AL DE DEf1 INCUBACirm POH1 
SIASA U/•1• 

1 HORA ' " ) 4 HORAS ;; , 
0.02 97 ,. 
º·º' 108 101 

o.oa !IS 82 

0.20 101 '' PLASMA CONTROL 100 100 

l•otas Siat••• da incubaci6n1 l.B •l. de ples•• ml1 0.2 ml. de buffer verg 

nal o soluci6n de Defibre•• en buff•r.La ectivided del factor VIII 

fue e•preseda como un porcenteje de la 1ctividad del plasma control 

el cual sa incub6 por el mi1•0 tie~po~ 

figure No.16.- Efecto• de le verieci6n de l• concentraci6n da ete-­
nal 1obra le precipitaci6n del Factor Vlll,prote!ne 

tatel y defibr11• de une frscci6n libre de fibrin6-­

gena ( pH 6.1,2 hare11 - 2ªc ). 

100 

'º 
PRECI- ID 
PITADO 70 ' ;; , 60 

50 
40 
JO 
10 

10 
~EFlllRASA 

3 6 9 12 15 
CCNCENTRAClGN DE ETANOL ( ~ ) 





PREPARACION DE FACTOR ANTIHEHQFILICO A PARTIR DE PLASMA 

NO FRESCO 

l. IrffRODUCCION 
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El plaama fresco se ••p•redo y congelado pocee hor•• despu6s de au -

recoleccien.Eato ee indudeblemente el mejor comienzo para la recupera-­

ci6n del factor •ntihemof!lico.No ob•tent•,lo• problemas ce la separa-­

ci6n del pla•m• inmedi•t•••nte de1pu61 oe l• donacien eon grandes,debi­

do • la gran cantidad de s•n~re que manejan la mayor!e de los Bencoe de 

Sangre, 

S• reporte qu• en promedio,el 60~ de la actividad originel del f•c-­

tor VIII queda •n el plas•e pe eengre le cual ha sido almacenada arriba 

de 21 die• en el fr!o.En otros estudios se muestra que el crioprecipita 

do preparado de igual forma sobre plasma viejo todav!a contiene aproxi­

madamente JO~ de le ectivided origine! del factor VIII.Se na encontrado 

lBurka y cals.,1973)que hay une peque"• hem6lisis en le sangre elmacen~ 

nada por m6e de 6 dias y que un aumento significativa de he~oglobina l! 

bre estl presente en el plasme de sangre •lmaceneda por mAs de 14 días, 

Un reciente registro de Red Cross llloo'd Centers,muestre que aproxi-­

ma9ament1 el 25~ de todo el plaema •• 1epar•do dentro de las 6 días ei­

guient•e • eu recolecci6n. 

Experimento• preliminares a p1quene escale muestran que tal plasm• -

puede ser usado par• obtener un intermediario puro de AHF por •plic•--­

ci6n del m6todo descrito por J•••• y •.;ick•rh•user, Figure No,l 7 y Tabla 

No. 17 .En estos estudio• solo plasme proveniente.de eangre almaceneda 

de 4 e 6 d!es fue ueade.El plesme de 1 • J d!e• de viejo fue intencio-­

nelmente ••cluido,con le eupoeici&n de que é1te pudiere dar iguel o me­

jores re1ultedoe. 

2. MATERlALtS Y MEICDQ 

Comenzendo,el •eteriel utilizedo en estos estudio• fue plesm• aeriv! 

do de sangre de 4 e 6 dies de vieje,recolectade de don,dores volunte--­

rios e loa cueles 11 les efectuó redioinmunoenaayo pera detectar el en­

tigeno n de le hepatitis.El plasme fue congelado en bol1e1 aentro de -­

le1 4 hore1 1i~uiente1 • l• remoci~n de lea cAlules rojes y despuAs al­

•ecenedo a menoe da - 2oºc por par{odoa de l e J mesa' antes de 5U uso. 
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El plasma de este modo obtenido podrA ser llamado no fresco, en e~te--­

texto, para distinguirlo del plasma fresco con~elado derivado de sangre 

frese~, el cual es el material normalmente usado para recuperar el AHf. 

e) REACTIVOS 

Buffer para extracci6ns tris hydroximatileminometeno (lHAM) 0~02 M--
preparado con 2,42 g de THAM en un.litro ce-

· .HCl concentrado. 

Hidr6ddo .de ~l~~.i.nio1, Al (OH) 3 al 3% y est6ril. - '.;~:'.? e~ 
i1justes depHs , HCl O,lWy NaOH a.1N; ~·· _ ... ·.}:;;'[.­
Citr<Jto de s~cl.i(;~.·---.··cifratode soiÚo (),sj(~~ :,~-~~·"·-;;·~;' 
f'oliotilen glicci~~·· poliAtilen7,g17col co_n pes~ ~~Í~~¿¡a·~~de ·4000 

Control de A~tt:i '<: . ·····. AHf. conc·~~tri!°cJ~/~;e~~~adó 
0

pof•i;ii~\sq
0

ui~b -

-~;~?\·_·:.;i-~;~'.;Js•a>~it-~j~;~.:-.-~i~ Í~t~1~'.~rtf ~,_tS~:.'.iJf~c ~"'cong elª do 

Actividad~c~'.--~:HM~·•: .~·- f:. :~~4e';rt!~t~Í·~!~r~t~:¡~i-ji~~tº'.;;~1ti~~~-ni;.:;~~n: 
' < ' .¡)j +pk 'ri9~~it·-~¡ó-;i8~/Y ;;i(~i ) ···• .. ·:e;'. · 

L' ,.,,,¿f~;,:~,.~f¡~ff 1I~;J~~i~¡~~~:~.: ~tfa~."i" . 
un mililitro de pll'l~;~:.fre$co~ t:i gr~db 'ci~ purificécien fue det'inido ca 

110 ,,¡ increme~to ~n 111 e~\iJ:1.ilad ef.p~c!fica ( un~dac:l~s/1119 ce prote!na)­

en "1 l"Ue al ¡ill!!'lm11 fr~~c() coritirine 62 mg, ile prcteln~ por ml. 
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b) PREPARAClQN DEL AHf 

fue usado el mAtodo descrito por J•mes y Wickerhauser,para producir 

un inter•edierie puro de AHf apartir de plasme fresco congeledo,figura 

No.17 y Tabla No. 17 .Durante la etapa de extrecci6n del crioprecipit~ 

do se efectuaron las menores variaciones para mejor•r le concentraci6n 

o solubilidad del producto final. 

Cuatro lotes • gran escala fueron preparados u1ando de 112 a 137 li­

tros de plasme por lote,da un total de 473 litros de 2095 paouetes de -

plasma no fresco. 

Pera cada lote de AHf,aproximadamente 500 unidades de donaciones de 

plasma congelado,fueron parcialmente descongelados por lG horas a sºc.­
estando en un tanque enchaquetado al cual se le circul6 agua a ~OºC.La 

temperatura de descongelamiento del plasma en los tanques fue mantenida 

entre 1 y 2°t:.Las muestras fueron tomadas en este punto.para su an6li-­

sia,El crioprecipitedo con su sobrenadante fue centrifugado a lºC y a -

una velocidad de flujo de 50 litros por hora en una centrifuga ~harples 

refrigereda.El crioprecipitado recolectado por la centr!fugallD-12 g 

por litro de plasma¡fue cuidadosamente lavado con agua fria libre de Pi 
r6genos y extraido con buffer tri1lpH 7.0J 0.02 M precalentado,El volu­

man de buffer tria fue entre 2 y 3 •l/g de crioprecipitado.L• extrac·-­

ci6n fue realizada en JO min, con agitaci6n a 20,22 ó 24°C.El extracto 

fue filtrado• trav6s de tela de nylon y 111 pH fue ajustado • 7.0.La pr.e. 

trombina fue removida da la 1oluci6n por adici6n de 3,75 ml de gel de -

hidr6xido de aluminio por litro de pleame,aeguida de agitaci6n por 10 -

min a temperatura ambiente y despuAs centrifugada en una centr!fuga ·-~ 

Sherple1.ll AllUHJ 3 fue descartado y el sobrenadanta fue clarificada al 

pasar a~r1vl11 de un filtra.El filtrado fue e!tebilizado por edici6n de 

citrato da sodio O.S M (40 ml/litro),ajusledo el pH a 7,0 y clarificado 

por filtraci6n nuevamente.La eoluci6n estAril fue asApticamente vaciada 

en viales de 100 ml,llenando e 50 ml y liofilizando para reconstituir a 

25 ml,La liofilizaci6n fue prolongada por 5 diRe con temperatura de -JO 

JC por las primeras B horas siguiendo con un incremento gradual hasta -

JOºC dentro de lea siguientes 8 horas y manteniendo esta temperatura -­

por al resto del proceso de secado.Loa viales conteniendo el AHf fueron 
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tapados al vacía y almacenados a 5°C.Alicuataa fueron tomadas en cada -

etapa de le purificaci6n para efectuarles el enaayo pare factor Vlll y 

otras pruebaa.El concentrado de AHÍ final fue probado por Squibb and 

Sons de acuerdo a los requerimientos de le 808 (Division of 8iologica -

Stendarda,1969) pare le actividad del factor Vlll,por la prueba da ge-· 

neraci6n de tromboplestina(Pool y Robinson,1959),para esterilidad y pi­

r6ganoe, 

El mejoramiento en le pureza y solubilidad se intent6 en doa experi­

mento• a peque"• escala para una posterior purificaci6n del AHí con -­

polietilen glicollPEG 4000) a temperatura embienta(22ºCl.Para cada exp~ 

rimento 6 viales del liofilizado de AHf(lote I 1268) fueron reconstitui 

doa con 50 ml de agua por vial y ~uestoa juntos.El pH de.ia aoluci6n ~­

fue ajustado de 7,J a 6,5 y ae le adician6 PEG a una concantraci6n de -

4,Sj para el primer experimento y 4,0 ~ara el aegundo.Despu~a da agitar 

por 20 min,el precipitado fue obtenido por centrifugaci6n y deeechado,­

La soluci6n sobrenadante fue ajustada a pH 6,05.El ~EG fue adicionado a 

11~ de concentraci6n final y la mezcla fue agitada por 20 min.El AHf -­

fue recuperado por centrifugación y disuelto en buffer tris-citrato(--­

tri~ 0.02 M mAe citrato de sodio 0.02 M y pH 7.0lo un volumen final de 

18 ml y pH 6,9 .tn el primer(experimento)experimento,la saluci6n fue e~ 

teriliuda filtrsndola e travh de un filtro Millipore y el filtrado 116 

ml)fue liofilizada en volúmenes da 5 ml.La aoluci6n pera el segundo ex­

perimento ae declar6 ser infiltrebla, 

J, RESULTA PUS 

Loa 4 lotas del conc!ntraro de AHf a gran eacala1I 1268,1269,1279 y 

1296 estuvi•ron dentro de los raqu1rimi~nto1 aetablacidas por la SUB 

(Diviaion of Biologics ~tandard•,1969J.Lo• dato• sobre al producto y al 

promecio da purificaci6n se pra•entan an l• tabla No.la ,llaapul• de d•~ 

congal•r,al ple••• cont•nla inicialmente d• 430 a 530 unidadea por li-­

tro entee ce la la remo~i6n dal criaprecipitedo y da 140 a 300 unidadea 

por litro an 11 fluido eobranedente despuh de su nmoci~n. Da 190 a --

20 J unidedee de AHÍ por litro de plasm• fu•ron r•cobr•dae an •1 •xtrac­

to crioprecipitedo.uespuAs da la edaorci6n con hidr6wido de aluminio y 

filtreci6n,el producto bajó e 122 • 170 unidades de factor VIII por li­

tro,Uurante la liofilizaci6n baj6 e 104 - 142 unidadee de AHf par litro 

de plaema inicial.~• potencie del liofilizado r1con1tituido en 25 •l,•• 
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por vial,tiene un rango de 5.8 a 7.9 unidades por •1~145 e 198 unidedaa 

por viel)sstendo de 6.7 a 9.6 veces purificedo.La potencie reportada -­

por (.R. Squibb es de 18 e 46j meyor,esto sa,7.0 a 9.3 unidades por •l 

1173 e 233 U/viall correspondiendo a un producto con 120 e 173 unidades 

por litro da ple•••· 

Se abaerv6 la etapa de extracci6n con volum~n reducido de buffer,es­

to ea 2 ml sn lugar da 3 por gramo.tsto afectó en una menor filtrabil! 

dad da le soluci6n de AHf y sn une menor solubilidad del producto liof! 

lizedollate I 1279)requiriendo de 15 • 20 minutos pera ser disuelto.Loe 

restantes 3 lotea de AHf se disolvieron entre 8 y 10 minutos,resultados 

comparables con el AHF control derivado de plasme frasco congelado.le -

adici6n de l a 2~ da glucosa o l~ de glicina antas de le liofilizeci6n 

mejar6 la solubilidad del producto.La extrscci6n e teapsretures •eyores 

de 20°t efect6 la filtrsbilided sin mejorar el AHF producido. 

La concentraci6n de hemoglobina(expreaade como microgramos por mll-­

fue 6nicemente aproximadamente 50~ mayor en el AHf derivado de plasme -

no freeco,qus en el producto obtenido de plasma fresco congelado.Cuando 

le hemoglobina se expres6 en miligramos por unidad de factor Vlll,cuel­

quier lote es de 2 e 3 veces mayor,debido a la menor pureza del AHF de­

rivado de plasma no fresco, Tabla No.19. 

Trombina,plesmina y entigeno a de le hepstitia,no fueron detectables 

•n estas productos.El titulo de la iso•glutinina inmune anti-A fue muy 

bajo o no detectable.La concentraciOn salina est6 entre 1:10 y 1:20 y -

la concentreci6n de antiglobulina entre lt40 y lsBO (Table rio.20 ).El 

contenido da aluminio residual de los cuatro lotes de AHf fue extremad~ 

mente bejo,~enor d• 0.04 mg/ml o menor d• 0.01 mg/U de AHF.El nivel de 

aluminio del plaama control ea de 0.03 mg/ml. 

Con le •yuda de polietilen glicol • 4.5 y ll~0 a1 obtuvo un producto 

purificado J2 veces mis concentrado y a• recuperó un 60~ da la ectivi-­

dad,amp•zando con un concentrado 7 vecew purificado, Tabla No.21 .El -

concentrado liofilizado fue altamente eoluble,presumiblemente debido • 

un nivel bejo de fibrin6geno.El producto reconstituido dio una soluci6n 

clere dentro de un 111inut:o.Cuendo 1e agreg6 PECi al 4~ en lugar de 4.SJ,,­

pera precipitar el fibrin6geno contaninante,el AHF recobrado se incre-­

ment6 en un 78~,pero 11 soluci6n final fue Gnica•ente SO veces purific~ 

da sabre plea111a.Le soluci6n fue infiltreble debido • 1• inauficiente ri 

mociOn d•l fibrin6gena. 
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4. DISCUSIOt~ 

El m~todo descrito por James y Wickerhauser, para lepreparaci6n de­

un intermediario puro a partir de plasma frescci congelado-es también a­

plicable a plasma menos fresco, La actividad del factor VIII en el tan­

que de plasma no fresco fue de 0,45 a 0,53 unidades por ml,, el cual es 

Onicamente ligeramente menor que el establecido en el plasma fresco cou 

selado; y ln rncupcreci6n de pasta crioprecipitada ( 10 a 12 g/litro)-­

fue similar para ambos or!gene~ ée plasma. hay, sin embar~o, éiferen--­

cias ¿istintivas entre !os resultados reportado• en este estuciio y los 

resultados p_revios',usando. ph_sme fresco congelado. Unicamente del 20 al 

25% de la ar:_t,i_"'.'.ided· de~-~t!!~!_or VIII fue recuperada del plasma no fresco 

comparado con·uri'·ci_ojb ÓbtS~ittCl'-.d~i<plasma fresco congelado (James y Wic-
. ..- '. ·, ·:·::~;,;:.; '\: .:,'.;, 1,. _·:\ .. \·:~;::_- -:\1 ·:; > '~:"-·:·,: ' 

kerhauser, 1972).La,;,recúpe_ra.ci6nAe<AHF' a partir de plasma no fresco --

fue de aproxim~daín~nt~ .J.~'t~ú'aci d~'la obtenide de plasma fresco con gel_!! 
-~· - ::: :-:~.~-:~·: ].::_'¿.i_:·;_l·~;¿~.:c::~--~-~1-,,»~~<- ·,: __ :·- -- _·.: _::~_ '·.· - - --:_:. 

do; y nl AHÍprotiU~fci~-;f~~7ía-mif~dde pUro, pero aOn se encuentra den-

tro de la pÓt~Á~,f!lé~;~-<~:~-Ki~,~:\~-~~u:#~~-~··}/?. ~?i~!ldes de AHF por ml, y 5 -
veces purificádoJ"ipor•;'l.a'~BOB,(Divis-ián:•oL:Biólógic_s Standards, ,1969), -

Le eolubilid~d :n§'~J-;~;;r;~?~fitef~~{r~~',''éf")\t¡f'/d~ri~~do cié plasmm no fres-

;:,:,:•: 1 ::·~~,:~1~Fi;~{~5i~~~;#~~~~f ~Etf f~\fü:,!~~~ti~¡:\i;~·:.:: 
precipitado .( 20 ·- _ C).-.•. º por,/~:~ucci6n .del v_olú111ende' bú(fer;fueron in!:u­

ficirmtes, Las difi~ult~d~-~i~~-1t'ru fraciÓn y ia ciir¡cil s~lubilÍcad -

del liofilizaoo~fueron'io~'~i~-Ultados. la-·nemoglObina corffenJ:daen~el -

AHF derivada del plasm~ -~~- fresco es Onicemente li<;eramente elevada en­

comparaci6n can el obtenido del plasme fresco congelado, Esto estA de -

acuerdo con Burke y cola,, 1973, quien establece aue no se eleva signi­

ficativamente la hemoglobina si el plasme es recuperado dentro de una -

semana despu~s de que se recolect6 la sangre, El almacenaje de la san-­

gr~ de 4 e 6 d!es entes de le sepereci6n dal plasme, aparentemente no -

causa nin9una sctiveci6n·de le protro•bins o plasmin6geno, 

¿n comparaci6n con el criopracipitado de un Onico donador, el liofi­

lizado del concentrado de AHF preparado a gran escala e partir del ples 

~a no fresco es equivalente en potencia y pureza, pero es obtenido Oni­

camente la mitad del producto. Un concentraoo mejorado pueue sar aspers 

do si el plasma empieza e ser recuperado dentro de los 4 d!as siguicn--



tes e le recolecci6n de la sangre. El producto liofilizado tiene la ve~ 

taja de mejorar la estabilidad 

de este origen de. phsma· tiene 

ponibilidad de 

En situaciones donde la pureza del 

tente que el 

ser obtenido por el método 

65 unidades de factor VIII 



Figura No.17.-M~todo do H.L.James y H. Wickerhauser,para la preparaci6n 
de un éoncentredo'de factor VIII de pureza intermedia. 

PLASMA FRESCO CONGELADO 

º'''º"''''"'>"'º por 16 hr,:
9

~
05 

';·) 
a 5 C. emperatura 

El plasma se vaci6 a un tan~u 
enchaquetado(temp. del agua 
30°C). CRIOPRECIPITADO 

min. 
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Tabla No lT~Preparaci6n e gran escale de un concentrado de factor VIII 
(lote No.B)apartir de 90 litros de plasma. 

ETAPA VOLUMEN PROTEINA POTENCIA ACTIVIDAD PURIFICA- RECUPE-
Lts. mg/ml. DEL~fAC- ESPECtfl- CION. RACION 

TOR VIII CA. VECES ~ 
U/ml. U/mg. DE 

PROTEINA 

EXTRACTO TRIS J,JO 3.41 6.0 0.116 II 22.0 

CONCENTRADO FINAL• 
ANTES DE LA LIO-
FILIZACION. 3.50 I.79 s.e 0!324 22.s 

DESPUES DE LA 
LlOFILIZACIOrJ. 
(reconstituido 
en la mitad de 
su \lolumen ori-
gin el). l. 76 3,36 10.0 0.296 18 19.B 



~de vaca gdsorbido 
y precipitado 

l factor V) 

Suero 

~
dsorción con 
arbonato de 

bario. 
Centrifugaci6n 

Sobr!nadante 
~al.set. de sul­
ífato de amonio 

Centri fugaci6n 
1 Sobrenaclante 
lqol.sat. de sul­
lfato de amonio 

Centrifugacilln 

Preclpitado(f11ctor V) 
(se disuelve en sol. 
salina.) 

Diátsis 

Conoelamiento 
-IS a -20 °e 

1 El factor V es usado 
diluido al 5% en bu­
ffer de imidazol. 

Syero humano diluido 
(factor Vlll y PIC) 

Sangre 
lin?iub11ci6n 11 131 e por 4 h. 

Almacenamiento e 4°C 
por toda la noche 

Separac}6n de suero 

uJfilizaci6n 

1 Almacenaje 
·IS a -20 't 

1 50 mg, m~11 10 ml. de 
buffer imidazol,pH 
bºJ y almacenado ad 
e por 60 hrs.pera 

completa activaci6n­
diluci6n. 

O, I ml. 

Cefalina I: 100 
(plao,uet199) 

Prepar19do eper-­
tir ce tejido 
cerebral humano 
diluido I: IOO 
en sol.. salina. 

0,1 ml. 

,.lo.,. • ..,l._.m ... 1 ........ _____ T ubo de ensa~e en bal'lo 
de ague I! 37 C. 

Plasma mAs Al(OH) 1 
l,..entrifugacien 

D ¡ 'L ec Jri 

1
:-ir: ... L1n 

(el cron6metro se hace 
funcin11r al adicionar 
el cloru10 de Ci!lcio) 

µ.ncubaci6n cor 6 min. 
Se adiciona 0,2 ml, de 
plasma prueba o standard. 

~ tubo se 11git11 suavemente 
A los IO min. 40 seg, 
0,I ml, de la mezcla 
se adiciona a a.I ml. 
de cloruro de calcio. 

Suero de vaca citr11t11do 1 . 
libre dj plaquet19s A los II ~in. O,l ml.del 

__...substrato es adicionaéo 
Congel~ o Y almacenado (se h2ce Funcionar el cro-
lpara usarse se ~isue¡ nometro y se detendrA cuan 
ve en igual cantidi!d do se haya formado el co§: 
de sol. salina.) gula. 1 

81 

cac1, 
0.025 M. 

O. Iml. 

Figura Uo.l~-Nltodo de Pool y Robinson,pera la determin11ci~n de 
factor VII l (Gnnnraci6n de T romboplasHne l. 
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Tabl11 No.1B.-Preperaci6n de AHf apartir de plasma no freaco(Recupere-

ci6n y Grado de Purificeci6n) 

Lote n6mero 

Ehpe I 268 I269 I279 1296 

Plasma inicial,volumen(litroal 137.5 IOS. 3 IIB.O II2.5 

factor VIII u/litro 450 430 530 

C:rioprecfpitedo,gnm/litro de plasma ID.3 II.9 ID.O u.o 
Sobrenad11nte,f VIII u/litro 170 140 I90 300 

Extracci6n tris 

Volumen de buffer,litroe/Kg.crio 3 3 2 3 

Extr11cto,volumen(litro11) 4.5 4.0 .2.3 3.7 
-,;:_-·.~·--

Temperatura de extr11cci6n 

factor VIII u/ml. 

Purificaci6n sobre phsma( veceal 

Recup11raci6n,f VIII u/litro 

Tratamiento con Al(OH) 3,filtrado 

del concentrado de AHf. 

A.Antes de la liofilizeci6n(lts.J 

factor VIII u/ml, 

Purific11ci6n sobre plasma( vecee) 

Recuperaci6n,f VIII u/litro de 
plasma 
B.DespuAs de la liofilizaci6n, 
volumen(litroa) 
factor VIII u/ml. s.e 6.5 7,9 6.3 

n.01 1 a.11 (9, 3) (9.2) 

Purificeci6n sobre pl1s11111 (veces l 6,7 9.0 7,5 9.6 

Recupereci6n,t" VIII u/litro de IIO I42 I04 106 
plasma. (132) (I76) ( I20) (I56J 
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Tabla No.l9.-Concentreci6n de Hemoglobina an concentrados de AHF 

reconstituidas. 

NOmero de lote 

Hemoglobina 1268 1269 1279 1296 1250•_ I25I' 

Microgramos/ml. JSO 320 :no 270 230 250 

Microgramos/unidades 60 50 40 43 24 22 
de factor VI Il. 

'Muestras control de AHF preparadas aparÚr el~ P-1~;;~ f'~~,~~6; congelado 
:::,)·;·_-_: <~ -

Tabla ffo.20 .-Cancllntra~T6n de''T9oi9iuúnil'l~~ Anti.;." ·en concentrados 

reconstituidos de' /\A~'. 

N6111ero de late 

Antic~erpos Anti-A 1268 1269 1279 1296 

Natural (salina) 20 10 20 20 

r;atural más Inmune 
( an tiglobulina) 80 40 40 80 

- --------

lnmunelAntiglobulina 
o muestra neutraliz.a. 
da con sustancia A8) 2 o 

. >'.(};_}.:--

>· ., :,··:_·,/~::···-,_·.·.·_, - ·~··-~· ' :.- .- ~~ s_:¿ .. ::J 
:· '• .:·. ,._-,,:Jr' ,'_-,. • '.·'. , ., 

Tabla No.21 -Purificaciones poeteriores de_-ún can'canir'ado,de\AHF por 

fraccionamiento con polietilen: c]Údb.l. :~.l..4Ys i H:~ . 
(rendimiento y grado de pu,ri fic·a~i'6~( '''''"

4
• '"'''' ·' 

Etapa de Purificaci6n Volumen Factor Recuoerad.6n Protelna
1
'ProtR- Puri-

(rnl.) YO!li.) (~) ... l~g/;l) ··!::gu: ~~~~-

AHF inicial # 1268 
Reconstituido 50 rnl/vial 300 

Sobrenaden te PEG 4. 5% 300 

Sobrenadante PEG 11~ 320 

AHÍ purificado con P~G 

Antes de la liofilizaci6n 16 

Oespul!s de lo " 16 

2.9 IDO 
I.B 62 

0.25 

J0,8 57 

3?.7 60 

25,B 

3.B 
1.9 

20.1 

lable (veces) 
(;{) 

60 6.7 

29 

20 IDO 





METODO DE FRACCIONAMIENTO A GRAN ESCALA 

VI.UN METODO MEJORADO DE fABRICACION DE FACTOR ANTIHEMOFILICO 

l. RESUMEN 

Pare incrementar le pureza y potencie del concentreda de factor en-­

tihemof1lica preparada por el mEtoda de James y Wickerheueer(l972),les 

siguientes madificecionea eon intraducidesa 

l).-Une etapa de extrecci6n en fria fue incorporada pare remover las im 

purezas solubles en fria.El criaprecipiteda fue extreido con buffer-•­

tria 0.02 M,pH 7.0(4 ml/g de erial• o°C.El factor VIII perdido en este 

etapa fue despreciable. 

2).-El AHF fue recobrado de le porci6n insoluble en fria por extrecci6n 

a 21ºc can el •iamo buffer.Pera incre•enter l• cancentreci6n del AHF,e~ 

ta segunda etapa de extrecci6n fue realizad• con peque~aa valOmenee de 

buffer(2 ml en lugar de 3-4 ml/g de erial. 

Lea etapas eubaecuentea,l• desprotombinizaci6n,filtreci6n y liofili­

zeci6n no fueron elteredas.Para increm~ntar la cancentreci6n del factor 

VIII,el concentrado seco fue reconstituida del 40 el 503 de au volumen 

inicial.El concentrada de AHf obtenido por este m6tado e gran escale -­

fue de 20 e JO veces mis concentrado y de 40 • SO veces m6s purificada 

can respecto el plasme.Con une recupereci6n de aproximadamente 250 uni­

dades de factor VIII par litro de plasme.El producto final fue flcilm•n 

te eoluble,clero y ceai incoloro cuenda reconstituido. 

2. INTRCQUCcrON 

El inter•ediario pura de factor VIII preparado por el mAtoda de ---­

Je••• y Wickerheuser(1972),contiene aproximadamente 10 unidedea por •1 

y e!itl de 20 e 25 veces purificada can reapecto al plasma. 

El mltado eatl beaeda en le extracci6n de une frecci6n,que contiene 

el factor VIII,pnr crioprecipiteci6n seguida de una purificeci6n per--­

ciel con hiur6•ido de aluminio. 

Al intentar mejorar le potencie del concentrada de factor VIII por -

reducci6n del volumen de buffer da e•trecci6n se obtiene una soluci6n -

muy difícil de filtrar y un producto liofilizada poco aoluble,debido •• 

eato pr&eumibl~Menta,al alta contenida de fibrin69ana y otres protelnes. 
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Los concentrados terBpEuticos de AHÍ con alta pureza y potencia, han 

sido preparados por m~todoA de precipitaci6n usando Acido. tEcnico o po­

lietilen glicol (PEG-4000) (Sgouris y 'ilickerhauser, 1973 y Ne~;al1 y 

cols., 1971) 1 Figura l~o. 27. La desventaja de estos mEt-~d6s .es la to xi-

cidad potencial del Acfoo tAnico o una baja recuperaci6_;,·:~~ factor VIII 

con al mHodo de PEG. Le purifica.C:i6n'.1.Ú~{:\lir cor -como se experimenta 
./,___,,; _.,, < ~'"" - • ' 

adsorci6n del fibrin6geno contaminante con k aolin/,Y:. bet~riit;''d tierra -
. _·;;, 

galactita han sido descritos, pero esto_s r.iH~do~<~ii '5.éín~repródüé:il:les -

debido a la variaci6n en· la velocicl~d d~· ;;ei5i:i:c~6~'1~~~i;a,~A~~~~f~r. El-

~;:~::s d~~c::-~:~~ª-~;ª~
0

J~~-:?~·ª:.erªÁ:;!:~\·~~;·~ff~g~-jf;t~;;¡5i~t~-i~~~::n °~~ 
col s. • 19 71.i~ ~~-·i_ie";fo';-düz ~ir~-~.c:·~~:·~9~'~f'ií';;~~~cc~~~rfi~·a~t·~o"rr··~tmismo 
prop6sito. ... · · • .. ·. .... ··· ··· ~·-.:~··.•·· ·•····· · · ·••:· 

Los investigaci~r;e~~:·J:ci~i~;oh';:~~~l~~;_¡-;¿·i;~~f~; de ;;~;;t~¿~6~ .. frac-

l;:~~:~; '~~;~~~f ~!~~:fü~[¡~ti~l;i~{iitfü~f 1t;f fü~~!~i~~f f.~~:~~ 
y para la llu.~.Í.)·ic~c:i.6n ··,Fe ~-r°:i.;·;{;,6~'~ri~

0

P'ambo~:~%i:oce~~~~~i.t¡;n bas<:cos en-
1 uso de ·et.11noi/0•·· ···''······e-ce ._,_. ·• .. <_-:·.;,· · .... :·._;,•_ •. 

e Este. docu~~~;dde~crÍbe como la extr2~ci6~;¿~·cci~~a~adel cric, 

usando la teio'per~turá como p¡¡r~metro prindpel~ pÚ~de-ay¿cl~r á~:i.ncreme!l 
tar la puiei~ j'-potencia.de el concentraifo de~ÁHf'ºsi°l'l"ad.i.cÍon~r¿ algGn -

nuevo reactiva al sistema, 

3; MATERIALES Y METCJCS 

a).-El plas~a.fresco congelado CPD usado en estos estudios fue derivado 

da donadores vol~ntarios,probado~ pre~iamente para hepatitis.El plasma­

fue separad6 de.las ¿~lulas ~ajas.y congelado en bolsas (200 e 250 ml -

por unidecLde s~ngre)dentro de. las. 6 horas sisuientes e la recolecci6n­

de sangre. El pÚ.1s~a~.;-~~-~1:IDPC.flQª.~º .a tempe~atura menor de -20 ºe por p~ 
r ioéos de 3>~e'se~ ~Qtas; de":~u'\.1sCI", . 
b) .-Buffer t;rf~~Hc1',0;02c"M;~;~fu11'.prr.parado por disoluci6n; .. de.2.42 g de -

tri~ ( hidro~ir.ief¡i'd~~i'rii>~eta~o )~n un litro cie agua cestil ada libre de pl, 

r6gunos y afl.l;ta"clóélpH ~ 7~0 ¿en HCl concentratlo. 

c).-Hiaró~~do do' aluminio, su,pensi6n astAril al 

d),- Los ajustes de pH fueron efectuado~ con HCl 0.1 No NnOH 0,1 ~. 
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e).-Citrato de sodio. 

f),-Suffer imldn2ol pH 7.2,fue preparado por disolución de 1.72 g de -­
imidazol en 90 ml, de HCl O.l N,ajustado el pH a 7.2 y aforado con agua 

:~~~~~a::t~v~~:d m~:l fact~r ~ii.~I~~~~ cl~t~~~r~~~~ ~~'é:~~ e~:~ay~ :odifii:l! 
do del Tiempo de Trórnbo~1a&I1);~:p¡fr~i~1'p!ffe·~g~~,~~y·~a~~~Órt,l961), 
b) .- Etapa cíe descongel~"!_fento ciel\~Pd~~me y 'é;Íop~~c'.ifÍit~ciÍSh~Fue lle-

~~ii:~·~fü¡i;;~;i~~,¡~~i~~~~i~~~~~f r~ii~i~~1111it~~~?::~::: 
y iso.o. bolsa~'de plasmá>o,1oo"y Job:it¡'~respactivamcnte'o~·'Pári:ia1mente 

••• - ~~.-.. -- 1 .:; - o_: __ .,_:__ __ • ._oo.. -·- ----'-- _,,.. _.,.,.' 

~:~~~~~:;;~~tl~~~i~~iji;t~ti~~~;~~Wit~ii~~~;;~~~:;~~ 
recuperado. Usa\'ldo centr.!fugae·:shárplés''.de·.O~l.C,,y:con u·naÍlelocidad de 
flur:;o de 40 a so i~ 'l>~i hó~a.''"i[c '' >5_.'. , ,. L} ;~-~-; ·~u:·X'. ;._'{J. 

:: . :e::~:::iaª!~t:·~lÍi~¡,:rd~~-fk·i;f::~~·~:-tr'~g~~f 1~·1~tf~i'Jti~t:bd;e[~~~s~ p::: 
'·'.-· . ¡.- '· 

te!na soluble~ El crici,cinfr:Í.al'f fue ~ob.teriido"por)éentri'fugaci6n~en. Shar-
pl es de un .. t~rie¡ue .ª~~rª~~·~:)ilJ ~(~~1>·e~1T~;,~º ~<petiu~h~'hé:~ia,' e1 ---

~: i: ~:~:e ::¡;:~~:.e~:~at~~~::1~;~~·~··~~·~~~·~~¡¡.~~~rn~i~J];~·.1;tit~i~r~:~.::: 6~ 
a o ºe por ?O' .~iri¿t~s·~~g·'~~ªi;f~5f\~f!f;~~f.,~f.%·~:1~:~~~~,~~/RS2,.~· E?"ªl. expe-
rimento a gran escala eV;crfo'j.fúe :;i:'ortacio'/é'ñ)ina::cortadora · Hodart mode-
lo 6141 y cxtratdo po,~~~9.i\~~~~·~3~~~{~•:t~i.g~·;'~2':ysi!'~'i;:~j_'n~ib~\~ oºc: ·Un --

; :::::· ::' ::~,, :;' :':,'~~~í~~~~~~i~i~,~~~~~~E:~~I~g:~~or:;f .:'~:': 
100 lt), La soluci6n turbi.a'•fu.e';¡dejadá~¡en;;repo,so'.'.d}!!;'lO.':a>lS:.minutos y -

entonces la fracci6n in!ld~.~~E~'i,t~:~f:~~~i~F~~,~~·~·~r d~centad6n h2ciendo -

: :: :r L :
1 s::~~::ª::::: :-~r~~-~;~g~'i·~·~;~j¡·i~?~~rJt~; e~;i~~~~~f~ ~; cab

0

0 :n t re -
o • .... · /'I,•··'1:::,(:>:':.;)i::~>·.·?. : .. ,.:·,; .... :.:: ·,:: .. ~L. ,'~ .. ::,'c'::.:::"'·":,::~.;.C::.J";,,,, 

·o y 22 e para fa~ilitar;irat~e~t-raC:-cl0}17ffeT''AflF~ El-cri~, ~~=~vado. de ln 
primera etapa fue extr~!C!a 'p~r 'Ei/~"vÚírome~clador,pc;r 3b Ínin.u~os .. u~ando 
2 ml dP. solvente aor gr~mo do c~io original, obteniencio,s.EL una sÓluci6n 
concentrada de AHf, ll tipo de soiventn usado fue el miamo que en la --
• etapa uno !fl

2
o destilñda y ouffer tris-liCl), LAS ,nubsiguientes etapas -
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en la preparación Gel concentrado de AHF fueron:l).- Remoción del com-­

plejo de protrombina por adDorci6n con Al(OH)
3

, usando 0,43 ml de gel -

por gramo de crio y separación del criopiecipitado por centrifugación -

en una centr.Huga Sharples, ~2) ,"'.", ciarificaci6n ,¡¡trav!-5. de. una membrana 

r-:illipare 1.2 micras. 3l•-iFHtrac.i.6n estéril. Úravl:s'demembrana o. 22-

micras. La solución final de AHF fue vélei;\d~·en·:\iolúmenes de 25 ml(en 

frascos de 50 ml), congelada '.eri·ni~·~~Je~?~t~u,J::do\1.liohlhad~ por 4 -

dias a temperatura media inicial. de lOºC y postc_rior incremento hasta -

JO ºe, Logrando un concent;ado d~ p;~dJ~;~ seéo el' g~·~r f~~ ;~con~ ti tui-

do con 10 ml de o¡¡ua destilada,... ·." X.~}C ;.· \!; : ·•.• . /C~ 
'·. '.;·:·~··: ·:;, ·_':'.~·: ···1·::,:0' .. ~~. ·: : .• \:~_:,'\" 
:···::~.{·>(:·:.-\ ·;< :;!::-,'::.=(" ,-

·.: '.~':t:~·::?.·_-~ :. ~~ 

El plasma refere.ncia de AHF (lote r;o; l)'~Clnt'i.~rieri,9fu~i6~d~s de -

factor VIII por ml, la cesviaci6n estandar·es de 0.135 y el rango de 

0.6-1.0, calculado ¡ior 6 ensay:is usani:Jo un fibr6m~tro: t.ltilfzando el e§_ 

tanuar H.o.o: (lote No.4, 1.2 unidades de factor VIII por ~i) como una 

ref-erencia. Valores muy parecióos ·(0,86 unidades de Factor Vlll por ml) 

fueron obtenidos con un coa~ulizaaor, calculndo a partir ae un ensayo ~ 

aimole en el cual 3 viales de plasma referencia fueron probados contra 

J viales del 8,ü.B. estandar •. il segundo_AHf estanGar internncional ~-­

(1.l unidades de factor VIII por ml) fue proporcionado por el Instituto 

Nacional ct• Controles y E~tandares Bicl~gicos, Ham~tead,LonGres. Cuando 

efectuada o.~ra~pr_~t?!J_a_,,::o_t:r_e_.el_~coagulizacior~ contra es le _estandar· inter­

nacional, una potenci~ de 0,79 unidades •pa~ ml fueron o~teniaas para 

el estendar (lote No,1); En el mismo eMayo la referencia B;O. B. (lote -

mostr6 un val~r de l.2 unidades por ml, 

b) EXPERl~ENtb PRELIMINAR. 
'' · ... ;.~ : '' .. . . . . . '. . : 

Un expt.?rim~ii\o pr~iimin;:i;- fua llevado a cabo por una si.111~!!1 etapa -

de exl.raccÚn ;(jk-~é~ ;y\~ickerhauser,1972), Figura tJo, 17 ,. con al pro­

p6sito ue comp6;kd6n y determinar el efecto de· la ef~pa C:e' ad.sorción 

con cantidade9"1rictementtidas de gel de tiiar6~ido de~_.-~l~~!°i;Ía sobre el 

rendimi2nto y la ¡iurez~ cal producto final. Una. cantJdad deiso.9 de -

::ria, r9cobrAcia por centrifugaci6n can ;h;.irplcs, da,un r~~diMienta de 

').O 9 ror litro uc plasma inicial 1 este fue extra!dci con buffer tris -

!Cl (:ml/c¡ de cric), ¡ircduciendo lSJO ml de e)ttracta. U extracto de -

•.Hf fue muestreado y oividida en tres partes, cada una de 593 ml y ---
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separedamnnte tratadas con gel de Al(OH) 3 a 0.4J,0.65 y 0.86 ml de gel/ 

g de crio.La remoci6n del precipitedo de hidróxido de aluminio por cen­

tri fugaci6n, la filtraci6n,la estabilización con citreto de sodio y el -

liofilizado fueron efectuados como se describe en (James y Wickerheuser, 

1972),íigura No.17 • 

los resultados estin resumidos en la Tabla No.22.Se observ6 que la -

adsorción del extracto de AHf con cantidades incrementados de hidróxido 

de aluminio,normalmente 0,65 o 0.86 ml por g de crio,da como resultado 

una disminución de la actividad del factor VIII sin una reducción signi 

ficativa de la protelna coagulable o mejoramiento en la actividad espe­

cifica.la liofilización no causa ninguna pérdida en la actividad del -­

factor Vlll.Despu!s de la di&lisis,para remover el citrato,los J canee~ 

traoos coagularon entre 20 y 30 ninutos cundo fueron incubados a tempe­

ratura ambiente con le mezcla de activación protromb!nica. 

c)·EXTRACCIUN DEL CRIC EN fR!O 

Este axperimento fue hecho para determinar el grado de sol.ubilize---
o .· ; >i: .. ·.· 

ci6n del AHf y otras prote!nas plasm6ticas a O e.Agua destilada y bu---

ffer tris-HCl fueron usados como solventes(Hershgold y cols,:~1966 y Ja­

mes y Wickerhaueer,1972), figuras No.28 y 17 .Al!cuotas de 2o·y 50 g ~e 

crío fueron e•traioas con 200 ml del solvente representando la propor-­

ci6n de 10 y 4 ml por gramo de crío.Los resultados resumidos en la Ta-­

bla No.23 muestra que la cantidad de prote!na ~xtraida y la actividad -

del AHF fueron independientes del volumen del solvente,pero que el bu-­

ffer tris-HCl e•trajo únicamente l.5 unidaces de factor VIII y 30 mg de 

proteina por g ~e crio comparado con aproximadamente 7 unidades y de 35 

a 40 mg de prote!ne extraioa ~or ague destilada.Basandose sobre la rec~ 

peraci6n de 9,d g de crio por litro de plasma iniciel,esto corresponde 

aproximadamente a 14 unidades de factor ~III y 270 mg de prote1na extr~ 

ida por litro de plasme con buffer tris-HCl,la extrecci6n con agua da -

de 60 a 70 unidades y 350 mg de prote!ne.Aproximedamente l• mitad de la 

prote1ne e•traida fue fibrinógeno.Para este experimento perece que el -

ague libre de 1alee es inapropiada: para la extracción selectiva de i~ 

pureza9 del crio,debido el alto grado de solubilizaciOn del AHf durante 

la etapa oe e•tracci6n en frie, 
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d) EXPERIMENTO A ESCALA PILOTO 

Una segunda etape del proceso de extracci6n fue evaluada sobre 4 lo­

tes de 100 lts de plasme usando buffer tris-HCl.Tres lotes fuP.ron prepa 

radas por el m8todo de axtracci6n en dos etapas, figura No. 19 .A uno 

de estos lotea se le adicion6 citrato 1 mM al buffer de extracción pera 

minimizar la disminución de este anticoagulante,caueade por la introdu~ 

ci6n de una etapa da extrecci6n frie para determinar al efecto sobre el 

rendimiento y estabilidad del producto final.Un cuarto lote fue prepara 

do omitiendo le etapa de extracci6n en fr!o,sirviendo como un control.­

El volumen de plasma inicial eat6 en el rango de 99 a 109 litros,prome­

dio líl4 ¡le recuperaci6n del crío fue de 6.2 e 9.2 g,promedio B.7 por -

litro;el plasma tiene una potencia de 620 a 670 unidades,promedio 643 -

por litro y la p6rdida en el sobrenadante del cric fue de 160 a ?.00 un! 

dades,promedio 176 por litro.Los d9toa de la recuperaci6n y purifica--­

ci6n se presentan en la Table r:o.24. La cual muestre que en tres lotes -

preparados por el procedimiento de extracci6n en dos etapas(lotes 21,?.2 

y ?~)le p6rdida en la etapa de extracci6n en fr!o fue considerablemente 

peaueíla,de 4 a 7 unidades por litro de plasma,los concentrados finales 

fueron obtenidos con un .rendimiento de 225 a 24 7 unidades por litro y -

de .:o a 45 veces purific~do~ so~~e el plasma. El lote control r;o. 9 fue o~ 
tenido con un rendimiento compari!ble, pero la puri ficaci6n fue únicamen­

te ue 25 veces sobre el plasma.Los tres concentrados fueron preparados 

sin problemas.de filtraci6n y los productos liofilizados disolvieron -­

dentro uc loe 5 minutas.El lote control,no ob~tan~e tuvo dificultad al 

filtrar y perdi6 solubilidad debido probablemente al alto contenido de 

fibrin6geno.Adem6a el producto reconstituioo estaba turbio y amarillen­

to. 

Todos loe concencentredos fueron ligeramente hipot6nicos.su conduc­

tividad fue de 12.0 a 12.S mmho y su osmolaridad de 257 a 267 mosm,com­

parado con l~.6 mmho y 260 mosm de una soluci6n salina fisiológica(0.15 

H de ~aCl).La determinpci6n del citrato contenido revel6 una disminu--­

ci6n de l?stt. .?spués de la segunda etapa de edracci6n·, Tabla r.o. 25 

El contenido de citrato fue de ?.4 a J,0 compareco con 5.6 mM de la --­

muestra control preparada por el m8todo de extrecci6n en una etapa(Ja-­

mes y wickerhauier,1972), figure No. 17 .El lote ~o.22 preparado por ol 

uso de tris-HCl contiene 4.2 mM de citrato.El producto final tuvo de 60 
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a 65 mM de citrato,correspondiendo de 2J a 25 mM antes de la liofiliza­

ci6n.La concentraci6n del citrato fue dejada a 20 mM,el resto fue extr! 

ido del cric.La disminución del citrato no caus6 efectos adversos sobre 

la estabilidad de las muestrns reconstituidas de AHf,quedando aproxima­

damente el 90% de la potencia después de 24 horas a temperatura ambien­

te en ambos tipos de concentrados, Tabla No. 26 ;estos resultados son 

comparables con los de los preoerados ~e AHf en los que se utiliz6 s6lo 

une etapa de extracci6n, Tabla No. 22 • 

Los detalles enal!ticos ce uno de estos lotes se muestra en le Tabla 

r>o. 27 .La etapa de e><tracci6n en frie remueve Cinicemente 124 mg de pro t.!!, 

!ne y 5. 6 unidades de factor VIII por litro .de plasma, esto es merior de 

la mitad de lo que se obtuvo en el experimento a peque~e escale.Esta e~ 

tracci6n fue efectuada b1jo condiciones leves para evitar el desarrollo 

de dificultades durante la separación por decentaci6n.No obst_9nte ·las -

condiciones sunves de la extracción en frie, el concentrado de· ';.Hf fin el 

fue 40 veces purificado sobre plasma.Le recuperaci6n fue de 2fo unida-­

des de factor antihemofilico por litro o 38\~ de .la acti;1idad"inÚial --

del plasma. El concentrado final liofilizado .. se ;disd1vi6;.d·~~{i6'.J,; los 5 

minutos e temperatura ambiente, tuvo una poténd9 d~ 24t,3 ;~~Í:d~~·~~ por -

ml y la soluci6n fue clara e incolora.·.· ..... 

e) COr·:PARACION EliTRE fIBROr.ETRO y COAGULIZÁDDR p¡;¡¡~ LA Dt:TERrrn:A-

ClON DEL f~CTCR VIII 

Los valores del factor antihemofilico mostrados en este experimento 

fueron obtenidos por un fibr6metro o un coagulizador.El coagulizar.or 

provee resultados m~s rápidos, requiere menos atención y minimize los 

cembios por error humano.Para comparar los resultados,se ensayaron en -

el coagulizador cada una de las 5 etapas de purificaci6n de los lo~es -

21,22 y 23,los cuales fueron previamente probados con un fibr6metro.Una 

buena correlación entre los dos sistemas se observ6 en los ensayos del 

plasma rico en crio,extrecto crudo de AHf y el concentrado de AHF final. 

El promedio aritm6tico ce 9 pruebes hechas en el coagulizador dan el 

91~ de los valorea obtenidos an el fibr6metro,la desviaci6n estandar es 

del 12 .. ,el rengo de 81 a 107.Los valores del crioprecipitado y e><tracto 

frie fueron susceptible~~nte mayaras en el coagulizaoor.Para loe criosQ 

brenadantes,el promedio fue de ldl~,el rango de l2J a 150% y para los -

eY~ractos frio~ de 195~ 1 rango de 183 a 219~ de aquellos resultados obt~ 
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nidos en el fibr6metro.La razón de tal inexplicable discrepancia en es­

tos dos tipos de muestras(criosobrenadantes y extractos frioe)no fue -­

aparente, excepto que ambos contienen muy baja actividad de factor VIII. 

f) EVALUACION DE LA EXTRACCIGN EN DOS ETAPAS 

Un total de 17 lotes fueron procesados,14 con buffer tri~~~Cl y 3 

con tris-HCl enriquecido con l mM de cit!llo.No se evalu6 aumento en 

los niveles de citrato pera evitar el riesgo de solubilizaci6n del hi-­

dr6xido de aluminio durante la etapa de desprotrombinizaci6n,la cuel -­

podr1a incrementar la contsminaci6n del concentrado con aluminio(~ewmen 

y cols.,1971), íigure No. 27 .La recuperaci6n y los datos de las purifi 

caciones estan resumidas en la Tabla No.28.Los dos grupos A y B estan -

en unidades cerrades,las diferencias eatAn dentro del error experimen-­

tal.El rendimiento sobre plasma inicial fue de 37.5~ para el grupo A y 

42~ para el a.Cuando reconstituidos a temperatura ambiente.todos los 

concentrados cel grupo A se disolvieron dentro de loa primeros 5 minu-­

tos, pero los del grupo B,tomaran m6s tiempo.Cuatro cance~trados de AHf 

del grupa A fueran probadas para estabilidad seguidos de su reconstitu­

ción.En promedio un 913 de la actividad inici~l(rango 87 a 9Bj) fue ma~ 

tenida despu~s de 24 horas a temperatura ambiente.Estudios de estabili­

dad acelerada sabre dos lates,mostraran que después de 5 meses de alma­

cenaje a 5,22 y 37~C estos mantuvieron el 97,95 y 743 de la actividad -

original. 

le recuperaci6n de la actividad in viva del factor VIII despu~s de -­

una hora de le transfusión fue de 63 a 76~. 

El tiempo de vide medie(in vivo)de le actividad del factor antihemo­

f1lico fue de a.s a 9.5 horas. 

5. DISCUStuN 

El m~toda de extracción en dos etapas descrito a~u1,fue majorsdo con 

las siguientas consideraciones:e)logrando incrementar le purificaci6n -

con m1nimas pérdidas de actividad y permitiendo la prepersción de un -­

producto mAs concentrado sin comprometer solubilidad y estabilided.b)-­

Evitanda el uso de precipitantes qua podr!an desnaturalizar o contami-­

nsr al producto.El promedia de recuperaci6n de la actividad del factor 

VIII por el m~todo de ext~acci6n en dos etap~s es apro~imedamente del -

40~ da la actividad del plasme inicial.Resultado oue es comparable con 
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le recupereci6n obtenida en el proceso de extrecci6n en une etapelJemee 

y Wickerhauser,19721, figure No.17 ,Pero la purificaci6n se ve incre-­

menteda de 25len el método de extracci6n en una etape)e ~D-45 vecee so­

bre el plasme en el m6todo cescrito equ1. 
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PLA!iMA FRESCO 

CON ELAUO 

Criosobrenadant 
lpara fracciona­
miento de Cohn.) 

'. CR IOPR 

a Descongelamiento 
b)Crioprecipiteción 
c)Centrifugaci6n 

CIPITADO 
a) Extracción a O ºe : .. o· 

b :o;l ~r~:o b~:f~~l!-~tt~S±~~:~J}l' ¡iH 7 •O) 

c l Decantación y ·centri fúgaci6n•· 

Sobrenadante._ ____ ~ ' -_,'·_ .')_:.~>·/' ' --
(impurezas, de­
sechadas) 

- '::-'°"',--~-::=--;-,:~~<~'·, ,_;_, __ ~~~º"" 

PRECIPITADO 
a)Extracci6n a 21 ºe 
b)2 ml. de buffer(tris-llCL 0.02_M,pH 7.0) 

por gramo de cric. 
)Adsorci6n con Al(OH) 3 3" , pH·7~0 
)Centrifugación 

Precipitado· ... ------~ 
(Al(OH) 3 ,fibri 
nógeno,comple-
jo de protrom­
bina.Desecha--
dos). - SOSRENADANTE 

)Clarificaci6n,MF I.2 micras. 
)Citrato 0.02 M 
Clarificaci6n,MF o • .:s micras. 
Filtraci6n est!ril,MF 0,22 micras. 

)Llenar en vol6menes de 25 ml~ 
Congelación en nitrógeno liquido. 
Liofilización. 

CONCE1JTR ADO 
FINAL DE AHF 

reconstituido en 10 ml.) 

Figura No. 19.-Preparación de AHF por el mAtodo de extrecci6n en dos 
etapas.HAtndo de Wickerh~user,Mercer y Eckenrode, 

Note 1 Mf 1 Killipore filter 
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Tabla No. 22.-Recüperaci6n y purificaci6n del AHf preparado por el 

ml!todó d~. exfracci6n e~ una etapa• c'on variaciones en las 
.. . - . ' . : . . . . ~ . - . . 

cantidades de~f!OHj_~~~órv-eri't~.(el:fac:tor VIII fue ens.51 

yado en un· c:ó~g~:-Xz~p&~1:;;r._ ~\- •· _. 

Volumen de buffer,ml/g:·crfo '.;->3;;·:~:,;­
Volumen de extracto,ml~- · ' - .JB30 ,_ 

. ·::.·-.~ factor VIII,U/mL -> • .. : : ... -11;2 · 
Recuperaci6n,fact.VIÜ lJ/9' ';, 46i-' _ 
de e r io. - --- - ... - :..-c---::c:' ---=-:;;--~º -

·Protefna,mg/ml~ _ .. 
Prote!na coagui~~le~S 
Actividad espec!fica,fac.: 
VIII U/mg de próte!na; , 
Puri fic<ici6n. sobre)1lasma! 
veces. . . _ -~ 
Gel de Al(OH)

3
,!1fl/g d!!_crio. 

Concentrado de AHF,tratado 
con Al(OH) 3 y filtrado. 
Factor VIII,U/ml 

42~ 6 
. 78 
0.26~. 

16 

Recuperación del fact. VIIL __ ·-----·----­
U/g de cric. 
P:ote!na,mg/ml 
Prcte!na coagulable,% 
Actividad especifica. 
Purificaci6n sobre plasma~ 
veces. 

Liofilizado reconstituido 
en el 40~ del volumen ori 
ginal. 
Factor VIII,U/ml.(iniciel) 
Prote!na,mg/ml. 
Actividad espec!fica. 
f~ctor VIIl,U/ml (despuAs 
de 24 h. a 21 C). 
Factor VIII,U/ml. ( porciea 
to del inicial) 

21.7 
61.3 
a. 35 
17,7 

82 

19.7 18.7 
51.3 41.5 
0.38 0:45 
20.8 16.I 

I06 86 

Calculado sobre la suposición de oue un ml. de plasma fresco 
contiene I unidad de factor VIII y 62 mg. de proteína. 

42.6 mg./ml 

62.0 r.:g,/nl 

II .2 U 

x: 16.J u. 
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Tabla No, 23,-Extracci6n del cric a O °C.(ensayado con fíbr6metro) 

Expe­
rime.!J. 
to. 

2 

3 

SolventP. 

campo- ml/g 
sici6n crío 

Tris­
HCl 
Tris­
HCl 
H20 

H
2
0 

4 

ID 

4 

ID 

Extracto 

Act. de 
fact,VIII 

Ptote-
1na T. 

U/ml U/g crio mg/ml mg/g crio 

0.42 I.6B ·· 7,2; 29 

'o.i4 ; z;4o' ~-~'' - 2a 
~--- - ":.·~~~-~-~-:,~;: ~'O:,C;.~~~:,_'__;_~~;'...'.;=;, _: ---· - . 

¡;79 ·7;·12; >.9;/6 ', ' \39 
;_ ' -~-' ._:;~/~-~·) 

o.66 6,'6 3.6 36 

Pro t. 
COa9!/. 
lable 

% 

52. 

44· 

54 

68 

Act. 
espe 
cifl 
ca. 
Fact. 
VIII 
U/g 
crío. 

o.osa 

o.oso. 

O.IBS 

0, IB3 

Puri 
fici 
ci6n. 
sobre 
pla.:;, 
ma. 

3,6 

3. I 

rr.s 

II,4 

Table No, 24.-Comparaci6n de los concentrados preparados por los m~to­
dos de extracci6n en una y dos etapas.(ensayado con fibr6me­
tro). 

Buffer de extracción 
Control Tris-HCl Tris-HCl 
(exp.9) 0.02 M 0.02 l'o: 

(exp.21) mh ci­
trato -
I mM 
(e,,p.22) 

Primera extracción (en fria) ninguno 
Factor VIII,U/l de plasma (p~rdid~) 
Actividad espec!fica,U/~g de prote-
!na. 
Purificaci6n sobre ple!me 

Segunda extracci6n,adsorci6n con 
Al(OH) 3,filtrado'y liofilizado -
en 25 ml.(producto final)recons­
tituido en ID ml, 
Factor VIII,U/ml. 
Prote!na total.mg/ml. 
Prote!ne coagulable,mg/ml, 
Actividad especifica 
Purificación sobre plasma,veces. 
Recuperación,factor VIII,U/l de 
plasma, 

22.6 
56.0 
39.B 
0,40 

é'S 
234 

s.6 
0.045 

2.a 

23.4 
34. 2 
re.a 
0,68 

42 
228 

7.0 
o.os 

4,I 

Tris-HCl 
0.02 M 
(exp, 23) 

4,5 
0.04 

2.5 

21.0 
37,0 
22:2 
0.73 

.45 
225 
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Tabla No. 25.-Distribuci6n de el citrato durante la preparaci6n del 

AHf por el. mHodo de extracci6n en dos etapas. 

Citrpto,mmol, 
I 

Control exp. 21 exp. 22 exp. 23 

Lot. Sistem.a~f{ I~icTai{.,:6'~'.'.~· ,,,;·;··.,c';·,.24 ~~/>'.C,.L''' 
No. extracci6ri'' •; iU/m1' ';.;U/ml> ,.:í~: inicial'' :•x ''tU/ml',\•\i % . inicial · 

2I 

22 

Tris-HCl 

tris-HCl más 
citrato I mM 

') ·_.·-.:·:··;<: -; ;·.:·'; -.-;:'.';--·~:-. . :.:.~>:\·_;_) ,~-~~~-: ::-'._~c_~:J.':~J~;·:~:-::/;~;~:~-¡~~~~-~¿~~~f:~~-~i-~~~~-:--_:~-- ·-

24.2 22.I 
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Tabla No. 27 .-Purificación y recuperación de los concentrados de AHf 
preparados por el método de extracción en dos etapas. 
(lote No, 21 ).(ensayado en fibr6metro). 

dante, 98.5 
la. ¡:,,_ 
tracc:i6n 
.{ o6rdi• 
da) 3,08 
Extrac­
ción de 
AHf 2.7 
Cene. fj. 
nal an-­
tes de -
liof. 2.34 
Después 
de liof. 
y reco!lt. 
en 0,4 
del vol.0.936 ~4.3 228 34. 2 322 55 

Tabla No. 28.-Preparación de AHf a gran escala por el método de ex­
tracción en dos etapas (lotes de 300 l de plasma,ensayado 
en coagulizador). 

Buffer de extracción 
Tris-HCl tris-HCl ~ás citrato 

I mM 
Promecio Rango Promeaio Ranga 

R ecuperaci6n del fact. VI rI 
U/l de olasma. 
Plasma inicial 645 5'10-740 663 610-700 
Criosabranadante 263 2 ID-3 ?7 276 240-~IO 
Primer extracto \ fr!ol 14 7-24 19 9-27 
Segundo el<tracto \AHF) JSB Jl6-4!6 396 J76-dl9 
Con c. áe AHF liofilizado 
Recuperación del fact.vl il, 242 201-280 279 245-309 
U/l de nl Jsm01 

Potencia dP.l fact. V l I 1, U/ ml, 23.0 19.3-29.S 28.J 24.5-J0,8 
f'urific3ci6n sobre plasma, 4J 39-53 42 ~~-t.6 

VeCF.lS, 
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Figura No, 20.-M~todo de Cohn para la separaci6n de componentes ples­
m~ticos por Prec~pitaci6n y Extracci6n fraccionada, 

PLASMA 
( 25 ml.) 

PRECIPITADO 
I+II+III 

EXTRACTu..--'"" 
V 

EXTRACTU6---' 
IV-6 7 

PRECIPITADO 
IV-I • 
µ+riesuspender en_c!oruro_de sodio O.IS M 
~Adicionar ~itrato de sodio 0,5 M 

CCNGELAi1 O 
LIOFILIZAR 



(Cantinuaci6n) 106 

PRECIPITADO 
r+r +r rr •· 

~)AdÍci6n de 50 _ml, de (ISO ml. de etanol 
·:a1';,95~,2_ •. o ml. de. acetato de sodio l M, 
:•I,4iml.rde ácida actHica I M y 45 g de 

. , •\) :t ~;~~M~~~~":!.~;'5H~rol .·· ... •(;L. cJcentrifugar par Jo min.. • .• . 
.. EXTRACT :~\f;~:-;1f<:,: ~::-::_:=:::~~<··~,-~,- · :~/: :::~:~--- .'.?·-·-·~-=·: ,:-,· 

I I ·;;¿ · · · · .. · · 
:,·~' ·:~-' ')': ;;-~.;-.~,-,-_,.- ·-;-- -·_.- <~~:::-.~ ,._~._:- '/_ .. :·~':·,:; ~~~~~~--··~-'.~·.· 

-- ;T:f:~i+nrADD .··... ..• > '\ .;.·){~b. ·F/ -. 

·. ·. ·.·. a) Extraer por I hora co'n· IOD'iml ;·'.de '\ I 60 
\,; -~ · ml,. de etanol. el'. 95%~45cg~de2~gHcina,-

·2,s ml~.· de buffer.de .i;¡liciriata de"socio 
3,2 ml. de fosfato de sódicí 0,5 M;2.4 -
ml, de. fosfato manos6clicó·.o.s M y lle--
var a ún litro) ·• ''.\, 

b)pW6.B ~ 6.9 
c)Céntrifugar por 25 m~n._ 

·z~~~~'=-~; al Ei/áa·er/p~~~~I~-~ora~ccin -~2S"mLde ( I 60 ml, 
,.¡, . • detetanol<al 95%; I. 2 ml.. de ácido d. <;::i 

' co'~I.M ~i-120)11' de citrato tris6dico : 
LM:por ·litro! 

·b)cH 7,¡_ •. 7,2. 
c)Í:ent.rif~garpcrJO min, 

é.XTRACT .... __ _. 
III-l,2 
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Tabla No. 29 .-En esta tabla se presenta la composición de los diferen­
tes precipitados y extractos involucrados en el m~todo de -­
Cohn. 

FílACCIONES 

I+IHIIJ 

IV+V+VI 

VI 

V 

IV 

lV - I 

IV -6+7 

l+I I 1 

II 

I I I - O 

Gamma globulinas 
Beta I-lipoprot~ 
!nas. 
Beta I-l!pidos -
pobres de euglo­
bulinas. 

cc.1:,poNENTES 

Ceruloplesmina 
lsoaglutininas 
Plasmin6geno 
Globulinas in­
solubles en •­
fr!o, 

f ibr in15 geno 
Protrombina 

Seroalbúminas Alfa 2-mucoprQ Colinesteresa 
!Jeta I-proteinas te!nas. fosfa_tasa ,: · 
combinadas con - Alfa. 1-lipopr.!? Al f~ :I""p'rofe!nas 
metal. te!nas. _ • AciéJas ,peque~as; 
Al fa 2".'glicopro.:. . Iodoprote!nas , -Alfa 2.; proteínas 
tainas;·.· -- · - - , 'AciéJo úrico< · , Beta 1:.. proteínas 

Trazas de IV+, V. • A :~ G~éfc[)' '· Be.··,,~,'~.,·,,,•,'.I~.:P<~,,,g,,t,:,~·,r. "·ª,·-~ , CJ. ,o•' _, ., <'~ - , 
.AlfaI:..prote1iÍas'•• Alfa 2~pro_te-".'!· Otras"péouei'ias··-"" 

- .§cidas"peqúei'fas; rn:~~;·~~- -- _;'.(~.o. pí:óteÍ:O,as~Y~'Pép':.. 
-_é•"' tidos; ::· , 

IV-1-IÍtVI ~en~i}v~ ': ···• ; ,, , •.• '.-,·. , 

s~·~~aiba~i~a~;\ .. /:; :~· ~-/>;:,· 
a et;~\r·~~~~{~!~;~s'·-·~~~ fa~·ª~~(-,, ~· •-;_i!·~~~i.dt ~í n ~s. 
combin,a5as con ,;; ,··-Álfa '2:.múcopro o;••Col.inesterasa, 
·meta1:.·~<: •. ::'tfe!~~5; _ ;7·''··' · ,,, .. 
Al fá·2-glicop rct'~úia: z.;.lipotr.e. 
tefoas• L·: .fefoas;'· ,·.·-,,, 

·'·,; .>;>:'._, ·.·.,,. .~'.:;.· 

--·-·- ·-~~~"~.R~~A~~~~:s~~~~~?·~i*i-~: ~ -~~·-~~ ~~- -·~- · ·--
-. ~-~~~· I-prot~~~:~ ·J,ú /~, I ~glico~- · • Üf a . 2-mucioprote-
combinadas cdn ~77'Pr,o_teinas. , !nas. , . 

"metal;',""" ,,, 1 ,~"'~.7,f · ,. Col in esterase; 

i+ri+it1 ;~:~~,¿~·; ,·_·_:_,·_·,·,, 
•l I ;•.';:¡:'.11 ,.,,, .... 

-, '":;~~~r: ·',.; »...:'· ;-··~ .. :·º '· 

.:G¡.~;;;~ ~f¿bJíi'~-~~~,~·, 
,~ 1 -. º.' ·:-: ,: • ~ 1.-

B e ta I-.Íipoprot11 lleta 1-l!pidos Cerljloplae.mina. _ 
_:_!nas . . ;-:;.=.o-~-'-.~~ _-,,-~--- . p·abres en-·eu-­

, globulinas. 

l+lll - I,2,3 .. ,HIII menosdlI.Q 

14-!II - 3 Plaslliiri6geno. 

I 1 I - I, 2 I soaglutin inas 

-------· ---------

ulobulinas in- fibrin6gano. 
solubles en 
fria( AHf) 
f'rotrombinR 
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PREPpRACION DE LAS MAYORES FRACCIONES DEL PLASMA POR POLIELECTROLITOS 

E~ FASE 50LIQA 

1.-INTRQPUCCJON 

Los polielectrolitos en fase s6lide san usedo~aqu! pare desarrollar -­

un sisteme integrado de m~todos fexibles para el fraccionamiento de pro­

te!nas plasm!ticas.Cada mAtodo pera el aislamiento y purificeci6n de las 

frecciones o una modificeci6n de ellos pueden ser usados independiente-­

mente o ser adicionado dentro de otro a otras métodos.Cede frecci6n es -

preparada siguiendo 3 etapea&adaorci6n sobre la fase s6lida (polielectr~ 

litos),extracci6n de la fase s6lida y concentraci6n por ultrefiltraci6n 

o por el uso de PEG o ambos.La separaci6n de le fase s6lido-liquido es -

f6cilmente llevada a cabo por centrifugaci6n o filtraci6n.El rendimiento 

y pureza de cada fracci6n fue de 1l)factores de coa~ulaci6n ll,VII,IX y 

X 63 % y 200 veces purificado¡2)AHF 43 ~ y 52 veces purificado;J)~WF 43~ 

y 71 veces purificado14)Fracci6n de prote!na plasm6tica,co~o alb6mina,--

93 •"de rendimiento y 92 ~¡,de pureza¡5)AlbCimir.e,92 "/o de rendimiento. y --

93.5 5 de pureza¡6)Gamma globulina,92 ~ de rendimiento y 97.5 'de pure­

za (Figura No. 21 ). 

La fase s6lida descrita en este procedimiento puede adsorber_ y re_mover 

el ant!geno de superficie de la hepatitis (HBsAg). 

A continuaci6n se discutir& Onicamente el m!toda de abtenci6n de fac--

tor Vlll, 

2.-MATERIALES Y MgTOOQ 

Plesma tratado con ACD ( §cido - citrato - desxtros• ) o CPD ( citrato 

fosfato - dextrosa ) fue mezclado completamente con E - 100 ( Copol!me-­

ros de etileno/anh!drido maléico sustituido can dimetilaminopropilinida, 

malla 200,el cual Fue lavado 3 vece1 con NaCl 0.15 M a una concentraci6n 

•, de aproximadamente 50 mg/ml.,el pH fue reducido a 4 con Acido c!trico --

1.0 ~.y el polielectrolito se dej6 que se equilibrara al pH de 4 por al 

menos 5 minutos para completa protonaci6n de la resina, entonces !e enju~ 

g6 al pH deseado con ~eOH y se dej6 cue se equilibrara l 1 mg/ ml. de -­

pl~~ma,pH e.o a 4°<: o temperatura ambiente por almenas 5 minutos (rigura 

Ho. 21 ). La muestra fue entonces centrifugada o filtrada 1 Centrifuqe-­

ci6n a alta velocidad 10,000 X g por 10 minutos o por filtraci6n a tre-­

v~s de un filtro de nylon de tama"o de malla 70 micras.Despu!s de la cou 
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trifugaci6n,el sobrenadante fue pasado a trav~s de nylon o de prefiltros 

Hillipore). 

El sobrenadante obtenido de la etapa de adsorci6n con E - 100 se ajus­

t6 a pH 6.0,se adicionó E - 5 (Etileno / anhidrido maléico sustituido en 

un 5 ~ con dimetilaminopropilimida l 60 mg/ml.,se mezcl6 de 15 a JO min~ 

tos a 4°C o a temperatura ambiente.Despu~s de la centrifugaci6n o filtr~ 

ci6n de la resina ésta fue lavada 2 veces con NaCl 0.002 K y una vez con 

NaCl O.J M para remover la albGmina y otras proteinae atrapadas,entonces 

se puso la resÍna por 30 minutos a pH 7.4 con ~uffer NaCl l.5 M - lisina 

1.0 M en un, volumen igual a aquel del plasma adsorbido original.El sobr~ 

nedante fue adsorbido con 0.5 mg/ml. de betonita para remover aproximad~ 

mente el 75 ~.l'í:!e el fibrin6geno,posteriormente el sobrenaciante se conce!l 

tr6 aproxi~_~d~mentl! SO veces por ultrafiltraci6n a travh de un cassette 
c-,,-r"·---••''<'"--" 

Millipore d,e peso''molecular 100, 000, el caneen tredo se diluy6 con agua a 

una concentraC:i6n fillai de NaCl de0.15 M y se reconcentr6 por precipit.5!, 

ci6n con 20 % (~/~)de PEG a pH 6.0 o por ultrafiltraci61),El producto f:b, 

nal fue usualmente reconstituido en l/50 de volumence~éb~ff~r r;aCl 0.15-

citrato de sodio O.Ol M a pH 7.0 ~- -e· '<;~,:-~:,. 
··:·:;_\ .-. - ' 

a) METOOO ALTERNATIVO '. }>, -./~. 
Resina E - 5 ( 180 mg/ml. de plasme l fue vertida Ú~nÚ~: de ¿n'.~mbudo 

b6chner con un filtro de nylon de temai'lo de mslla-70:(~i'c}~~]ÉÚ:p'J.isma 
,••' n• ,- • 

fue vaciado sobre la resina y se dej6 que fluyera libre~ente'a triivAs 
del filtro;la resina fue lavada con l volumen ( de plasma inicial l de -

soluci6n salina normal y 2/3 da volumen de NaCl 0.15 M - lisina O.l M • 

El AHf fue extraido con dos volGmene1 de NaCl 0.6 M - lisina 0.4 M,el e~ 

tracto fue Ajustado a pH 7.4 ,La adici6n de un buffer de mayor fuerza i2 
nica ( NaCl l.5 H - lisine l M&) fall6 al querer extraer alg6n adicional 

AHf da la resina.Con el proceso de filtraci6n en bBchner,el cual puede -

ser hecho a gran escala e incorporado a un proceso de flujo continuo,re­

quiri6 ~ veces mAs resina y su máxime extracci6n fue lograda Onicamente 

con buffer NaClD.5 ~¡ - lisin!I 0.4 M .Los fectores residuales ( II,VII,­

IX y X ) fueron adsorbidos del concentrado de AHf con 4 mg/ml, de. hidr6-

xido de aluminio;t1 AHf fue obtenido y concentrado posteriormente. 

~Valorea sup?.riores 
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2.-RESUL T.\DOS 

Aunque el peso molecular y el punto isoeléctrico del AHf son desconoc.! 

dos,esta prote!ne fue adsorbida por resina de alta y baja densidad de --

carga con relativa facilidad.La cepecided de adsorción de AHf por le re­

sina parece variar con la densidad de carge ( figura No. Z2 ).Sin e•ber­

go,le extracción del AHf de la resine fue dif!cil,recuiriendo grandes -­

cantidades de sal ( figure No. 23 ) y una resine de baje densidad de ca~ 

ga (figura No. 22 ),presumiblemente para reducir el nOmero de enlaces -

entre si y el AHf de alto peso molecular. 

Aproximadamente 00 mg/ml. d~ resina E - 5 son necesarios para una ad-­

sordón y extracci6n óptimas del AHf ( figure No. 24 l .. Se Clbtiene ,un ma­

yor rendimiento con 15 a 30 minutes de adsorción (fiiui:~;rlct~2"irFr~i ·pH 

6.0 y la extracci6n óptima a pH 7.4 o 5~7 .Ye que el AH~:'e,~ ~dy. lábil a 

pH 5, 5 , se escogió usualmente el pH mayor. ·~ .. ··;• ;t.;c,: 
Despub de que el AHf fue adsorbido sobre E' - 5· ei~pHé se'·allinent6. !I un 

rango donde la resina estaba práctiCa~ente· sin c'~itja' ( . a~ 6 ~ 9.Cl ) 'la 

extracción era en realidad baja ~~t'~s d~ ·,q.· u~ s'~.~~Jo~ar~;·c~~biando· el pH 

( figura No. 26 ) • El hect)o de· qua,.eí;'¡H~: e~t~vi~r~ tod~v!~ firmemente 

unido a la resina si~:~a~g~V~i9iir~:;.i:~posib'i.i.id~d de qüe,el AHf.fue in.i 

cialmente adsorbido.por en1ed~s·~1·~ctrost.§ticos pero fue retenido por eo. 

laces hidrof6bicos.Esto f~e·comprobado por el mejorado efecto de. los sol 

ventes orgfinicos o detergentes sobre la extracci6n del AHf ( Tabla No.3Jl 

Como se indicó anteriormente,el Atif fue adsorbido sobre la resina y 'll!! 

chas otras proteínas ( entre ellas el v'.-/f ) se quedaron en ~ scbrenadao. 

te. 

El uso de lisina mejor6 sustancielmenta la estabilidad del AHf ( Tabla 

No. 31 ) • 

Cuando los concentrados de AHf fueron oreparados con resine E - 5 apr2 

ximadamente el 80 S del AHf fue adsorbido y aprox. el 43 ' del hipot!ti­

co ( 1 U/ml. de plasme ) fue extraído.Este material estuvo 50 veces pu-­

=ificado. 

3.-DISCUSION 

Los polielsctrolitcs en fa3e 36lida de etileno/anh!drido mal!ico hsn -

~ijo empleados en un sistema intearado para el fraccionamiento de plasma. 

~l procadimiento aqu! descrito puede ser aplicado a cualquior encale,ya 

~ue la separ~ci6n de la fase e6lido - liquido ea f6cilmente lograda.Este 
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fracción es aislada y purificada por adsorci6n sobre la resina,extraida 

y concentrada por t!cnices de precipitaci6n diferencial o por ultrafil-­

treci6n. 

Le adsorci6n de lea prote!nae sobre los polielectrolitos y la extrac-­

ci6n de las mismas parece ser debido primariamente en hacer y romper en~ 

laces electrostáticos.La edsorci6n ocurre fAcilmente entre las resinas -

cargadas positivamente y las proteínas cargadas negativamente.Le extrac­

ción es mejorada cuando le carga diferencial es disminuida al llevar el 

pH de la mezcla cerca del punto isoel~ctrico de le prote!na o al pK de -

la resina,o por adición de NaCl o otra sal. 

El AHf es fAcilmente adsorbido por las resinas pero es dificil su ex-­

tracción. Ye que el AHf probablemente tiene un punto isoel!ctrico1bajo de 

pH 5.8,el más bajo nivel de estabilidad razonable.En cualquier caso, la -

extracción del AHf se hace con o sin sal e pH entre 8.5 a 9.0 donde el 

AHf es razonablemente estable y la resina no estA muy cargada, 

Ye que la cantidad de AHf adsorbido sobre la resina se incremente con 

la densidad de le carga y la cantidad del AHf extraido en realidad dismi 

nuye con la reducci6n de la carga de la resina o con un incrnmer.to en la 

concentraci6n de sal ( de 1.5 M e 3.0 M de NaCl ),y los solventes org6ni 

ces y detergentes incrementaron el rendi~iento.se concluye que el AHf -­

fue etraido por le reein• primariamente a trav~s de loa enlaces electroi 

t6ticos,pero aquellos enlaces hidrof6bicoa tuvieron que aer rotos ademAs 

da loe electrost6ticoe para llevar a cabo la extracci6n, 

El papel de le lisine en le ayuda para estabilizar el AHf in vitro no 

est6 aún entendido,no obstante.los e•perimentos han mostrado que este -­

emino6cida como o~ros que poseen un grupo •mino libre ayudan a prevenir 

la desnaturelizaci6n del AHf. 
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Figura No.21.-Esquema parn el fraccionamiento de plasma humano con 

polielectrolitos en fase s~lid1 (Johnaon y cols,,1978) 
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ma humano. 
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Figura Na.23.-Efectos de la varici6n de le concentraci6n de -

NeCl a alto pH sobre la e~tracci6n del AHF de -

la resina E - 5 • 
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fi~ura No.25,-Efectos del tiempo de mezclado sobre le adsorci6n 

dol AHf del plasma y su extracción de lo resina -­

E - 5 • 
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Tabla No.JO.-Efecto de las solventes orgAnicos o detergentea 

sobre la extracci~n del AHr de les resinas. 

ADITIVO 

NINGUNO 

ACHONA 

BUT ILAMINA 

% DE AHf EXTRAIDO 

40 

Tabla Na.31.-Efecto de varios editivos sobre la estabilidad del 

AHF a 2oºc y a 4°C • 

~ DE ACTIVIDAD DESPUES DE 24 HORAS 

ADITIVO 2oºc 4°C 

llINGUtlO JO 55 

ALBU~1INA 35 60 

GLUT A THIONE so so 
TRASYLOL 45 55 

LISINA 75 90 





UN METODO MEJORADO PARA LA PREPARACION DE UN INTERMEDIARIO 

PURQ Y CONCENTRADO DE FACTOR ANTIHEMOFILICO PARA USO TERAPEUTICO 

l. INTRODUCCION 

Un intermediaria puro de factor antihemo~ilico puede ser'a~~enido 

de plasma congelada,par descongelamiento'd~l ~Í.sino.Obteni~~dg~n·crio-­
precipi tado, extrayendo el AHf del-'cr+~~Í".~c~~it~~o\'c:Ci~ ~a~J:9,t\8Jii~r y 

una adicional puri ficaci6n .por(acJsorbi6ri;.~on.'.~idr6xJ.cfo de ''~rJ'~inio ( Hers 

:~~tt!~:~;~~il~~ii~~1i~!It!!II~ií~~1;1iili!!~:~::~ 
¡j¡;~'.~::~¡~¡¡r 1t111r111i1111It~f ~~~l~!tt!lf if ¡~~f f i¡~¡:~~~¡:::! 
este tipo de;i~ter'm~e~iád_ó' ¡lúfo:;cleiiconcentrado de AHF represe~fa un --

• ..:: ::··,•.··.;··:::.~:)-::!::,,;_:·.~:.·«-"':/:··;·.-, ·;,·:.·>/ :'/,\ .. ·'···.: ·.:· ' :.'' :- . "·: 
producto. con é:ó1:'1p,romis'o¡ ent~e.1alta pureza y buen rendimiento. ' 

los autores }:lemu estrar\ ;·en~ést e: reparte; que sin~sacr i h:car~·;éridimier.­
to son capaces 'i:le producir un ¿oncentr~do con méjClr, ~aÚd~c! ; é~~ las -

menores modificaciones al proceso ~~tandar,'bas~do.en.:e1 iné~~dÓ·cJ~Hersh 
gold y cal s., 1966, figura No. 28, Las mod:Úi¿ac.Í.~nes):incÍuyeii'aj~~,t'~s de -

- --, .. '·,·, ,._ .,_, ... _,·,_· .... ,_,. ·.··. , .... _. -··---' .. · 
pH del cric-extracto a 6, 85 m~s menos 0~05 'inien'frá'it;~eim~~C:ia;.~0c'on el .;_ 

~~~~~~:¡:~;~j¡:;~~~'.~¡~:;~ltiilll!illlitllll?~;~;!i: 
' ... , .• \~ ,· .~ : '•>' '.· ·.' ":;¿ -- ··.\,,; - . - . -- - . 

conatituidoc.en ':2~ª~~ ~.{;'.,$; {i~;~~ .. :;.,~.·'°"~'~;;~;e~;... ·•"' ... . 
:.J\: __ ·; ';k·~~~:·;c' ~?í.>·" .~-:.~~,-~·-~·?:~·::.. ::'; _-_-{j:' :~;-~:;;:·:~;- ~/,_~-" · 

2. MAWH<\LEs'vr'.i'E:rooo >ir e'.'.• .'Li~ t:· 
Preparaci6n dal cJn:~n~~a~io' de;itti:~~i:~i=~·d~~~nt~ de SCO a 1000 li-

tro~ da pl3S"Hl f~~sco. congelado, los cuales Oios traron no tener an t!geno 
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de superficie de la .hepatitis, fuero~ descongelados en un tanque encha-­

quetado con circulaci6n d~ \etilengÜcol cali~nte'.La t~~peratl.lra. del _.;._ 
·o-.'- .<: . ._'., ,',·. ~:<:.>: .·, ·~ ~,·_-·:'·_:._e;-___ :_-._-: >":.,.~/:L~:. _,\ .. '~~:~_· ~: ~·. ·_-: -·.:·· . · )- / :·:~- . ·_.;¿_·_:;· ~_,_.: __ ·,_ ·; :: 

plasma fue mentenid,a,e:l.5,Co inerios ,dur_ante_:tcído el ,prciúso .de - - - - - \ ~- . - ' ~--
des con-

gel amiento. fue ag'regado étanol final de -

0.5%.El plasma b~nti!fuga 

cHn de cri~~;~cipi tado, usualmente lDoig-, fu_~'~ci~ 
en el leboratorio;pasando el 

La axtracci6n del AHF del 

ci6n con hidr6xido de aluminio. está bas~d~ 'e'n-~l 
Hershgold y col s., 1966 ,e11c~pta • q.ue .. -··-.é .. 1_••.-_{_!!___,._·~-·.~_,,_. __ ~_"_:~_;_} __ .~_-_'" .•. "_-ll_.·.;n_:_··-·· <~~Ga''"'ci~~:~i""üI6p-~eci -
pitado fue ajustado a pH 7.0 ani·iug~r\~d~~7.''if~iii1~;~Xci~~}0~'.~·~~,~~-~-;~ a-= 

4 De despuh da. la adición del f,idr6xÍ'.Cl~J'i.éíe, aiuniiii'io f-¡{:;•!:,r¡éíuciifo,de 1B-

::::::::,:,~:;;~~.•;::•'l~l,~f {l~~~~l~l{~~J~X~~~~~9~!if~f f ,~~: 
1.-El pH de la diluci6n del .extracto de cric fue ~justada a 6.BS con 

::~ ~.:1 ,: :::r~~~lJl~t~li~~l~tl~ii111~;j~W~2.1t1f ~t)~.;;t1;"' l" 
2·;-E1 pH ºde· l~'-so1u·ci6nc;f~nal~,di;{A~ÍC 1á~~tes -~eda,Cfiltraé:'i6nesté~il 

fue ajustado •. a tf ;'ss'.:6f6~'.~~~~¡-f;é'1;f();;i'.;}J\~d~-~p:~l!-!· .. ~-~\~ir~~-f2i~~~-ci~ cloruro 

da sodio 5 M ( 6. 3 ml' por litro d~ sol~ci6n) y bGf'fer i:i~;'rósfatos 0~ 4 M, 

pH 5, B (10. 5clT11 pe~ litro de. sol u ció~) iEfi_el pro~en10 e~_tan~~~:·~~J_¡:>tJ,fue 
ajustado a 7.0 siguiendo la adición de lami!WI• ·cantidad de cloruro de -

sodio 5 M y buffer de fosfatos O, 4 M, pH 7 .1 a la soluci6n final de AHF. 

En ambos procesos,las soluciones de AHF fueron filtradas jj,trav!s de 

un prefiltra para remover las particulas y entonces filtrado estéril -­

usando una serie de membranas con medida de poro de 1.2,0.45 y D.22 Mi­

cras.En la preparaci6n del concentrado de alta potencie de AHF,las 10-~ 

luciones fueron concentradas por ultrafiltraci6n con un concentrador 

Amicon DC-2 antas de la filtraci6n est&ril y liofilizaci6n.Porciones ~e 

40 ml fueron puestas en viales da 50 miilos cuales fueron congelados 

r6pidamente can nitr6gano l!quido.Lo~·viales congelados fueron liofili­

zados en un congelador seco por 96 horas.La temperatura media inicial -

fue de -40°C y la temp~ratura final ~e 2BºC mAs menos 2°C.Los viales -­

liofilizados rueron reconstituidos en 10 ml de a~ua estéril 3 tempera-­

~ur3 a~biente {2J°C) o en ba~o de agua a 37ºC, 
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Le concentraci6n de proteína fue determinada por el m~todo d~ Diuret 

(m~todo colori•étrico),usando alb6mina bovina como estand•r.La protelne 

coegulable fue expreeada como el porcentaje d~ proto!na tot•l y fue de­

terminada usando le diferencie en prote!ne total entes y despu!s de coA 

gulado el fibrin69eno con trombine.Le actividad del factor VIII fue de­

terminada por la prueba de PTT (Proctor y Hapeport,1961.Eete documento 

describe une técnica ~edificada de PTT,le cual mejora el contacto de e~ 

tiveci6n del plasme pruebe,esto causado por le adici6n del polvo de Ka~ 

lindel reactivo de tromboplastine parcial),figura No.29.La recupere--­

ci6n y purificaci6n fueron calculados bajo le supoeici6n de que el ple~ 

me inicial contiene l unidad de AHf y 62 mg de prote!ne por ml,En perti 

culer,el plasma fresco congelado usedn en este experimento conten!e un 

promedio de 0.75 u con un rango de 0,54 e 0,9?. unidades por ~l. 

El gel de hicróxido de aluminio contiene 0.1446 g de hidr6xido de -­

aluminio por gra=o de gel.Una suspensi6n de gel el 10~ en egua destile­

de fue hache y adicionad• e le soluci6n del extracto de crio en le can­

tidad de lD microgremos de hidr6xioa de aluminio por gramo de prote!ne¡ 

la concentración de prate!ne fue determinada con un rafrect6metro y nuí 

vemente deteroinade con una curva estandar, 

El buffer de fosfatos 0,4 M y pH 7,1 fue preparado por adici6n de --

145 g de fosfato ce sodio monabAsico monohidratado y 420 g de fosfato -

de sodio dib6sico enhidro,afarando e 10 litros can agua destilaoa.ll b~ 

ffer de fosfatos 0,4 H y pH 5,8 fue preparado par adici6n de 460 g de -

fosfato de sodio monobasico monohidreteda y 94,6 g de fosfato de sodio 

dibAsico enhidro,aforando a 10 litros con ague destilada. 

3. HESULT~~os 

Lae propiedades de los mAtodos estander y ~odificado,y los resulte-­

dos de las 7 lotes de concentradas de AHt preparados a escel• en el la­

boratorio se muestran en le TebleJ2,Los resultada• de les preparaciones 

1 gran escele,3 lotea con el mAtodo estendar y 6 con el modificado se -

muestren en la iablaJJ.~l concentrado de AHf por el mAtodo modificado -

ea superior el concentrado del mAtodo estender,en loe siguientes aspec­

tos: 

1.-Este tiene un tiempo de reconstltuci6n corto.tl promedio de tiem­

po es reducido,e escala en el laboratorio,de d.O e 2.1 minutos y en los 
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lotea• gran escale de 3.8 • 1.7 •inutoe e 2J 0 c.se tomaron delib•rade-­

menta viales del concentrado de AHf modificado de un refrigerador e 

4°t: e inmediatamente se reconstituyeron con ague estEril a 2JºC y sa 12 

lubilizeron dentro de los siguiente• 5 ~in. 

2.-Eata tiene un• alt• actividad especlfice.La actividad eapec!fic1 

eu•ent6 en loe lotee a escale en el leboratorio de a.65 U/mg de prote!­

ne en el concentrado de AHf eatander e 0.7B Uimg de prote!ne en el con­

centrado de AHf modificado.Y en los lotes a gran escale de 0,70 e O.BB 

U/mg de proteln•.E•t• mejoramiento en le actividad eepeclfice fue en -­

gran parte resultado de le reducci6n en le prote!n• total contenida en 

al concentrado modificado,pero no en le recuperaci6n del AHF.La recupe­

raci6n de la actividad del AHf para ambos concentrados,estandar y modi~ 

ficedo,fueron id8ntico11pero la prote!na total bajó de 426 a 341 mg/vi~ 

al en los lotea e escale en el laboratorio y de 388 e 315 mg/viel e --­

gran escala •. 

Sin embargo,le purificaci6n del AHf con respecto el pl~sma se incre­

~ent6 de 41 e 44 veces en el concentrado de AHf astandar a 49-55 veces 

an el concentrado de AHf modificado. 

3.-Eate contiene menos protelna coagulable.No Onicemente el concen-­

trado de AHf modificado contiene renos protelna total que el concentra­

do astender,ademAs,la proporci6n de prote!ne atribuible e fibrin6geno -

fua tambi8n disminuida.La cantidad de protalne coagulable fue reducida 

da SS e 50~ en al laboratorio y de 54 a 47~ an 101 lotee producidos en 

gran escala. .. 
4.-Eata ee eatable a temperatur1 ambienta daepu8s de ser reconstitui 

do en ague.Le soluci6n de AHf modificada retiene de 94 a 97~ de la acti 

vidad deapu8s de ester e 23°C por 24 horas y al concantrado estander r~ 

tiene Onicamente de 76 a 80~ bajo le• mi•~•• condicionee. 

s.-~l concentrado da AHF modificado reconatituido es clero y en gen~ 

ral tiane mejor apariencia qua el concentrado estandar an 1oluci6n.Am-­

baa solucionaa,no obstente,son ligeremanta •~erillenta1. 

Loe concentrados de AHf da alta potencie fueron obtenidos por canee~ 

traci6n usando ultrncantrifu;eci6n antes de la liofilizaci8n.Los violes 

liofilizados conteniendo 1000 U de AHf fueron reconstituidos en 20 ml -

da agua est8ril dentro de los 5 ~in.No ob9tante,un tiempo m~s prolon~a­

do fue o~servado en loa viales obtenidos de la aoluci6n de AHf estander, 
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4. DISCUSION 

Las mejores cualidades obtenidas en el concentrado de AHf modifica-­

do son el resultado da una combinaci6n de 2 cambios de pH En al proceso: 

ll)Cambio de pH en la mezcla con hidr6xido de aluminio,y \2)Cambio di -

pH en la soluci6n de AHf final antes del liofilizado,Se obscrv6 un in-­

cremento en la actividad especifica de la soluci6n resultante de AHf -­

cuando la mezcla del cric con el hidr6xido de aluminio fue puesta a pH 

de 6.9 o 6,8 en lugar da 7.0.Le prote!na coagulable contenida en la so-

luci6n resultante de AHf disminuy6 considerablemente con el incremento 

de la actividad especifica.No as aconsEjable bajar el pH de la mezcla -
a menos da 6.B en esta atape porque esto causa p6rdide en la actividad 

del AHf,Tambi~n esto pued~ resultar al cuitar aluminio da la soluci6n -

(James HL y.Wickerhauser,1972Lfig,17 .~o se encontraron dificultades en 

la filtrsci6n est~ril da las solucionas de AHf preparadas por este pro­

cedimiento,Meando estos valores de pH,Para obtener un buen re~dimiento 

y alta pureza del AHf fue seleccionado el pH de 6,85 más menos O.OS --­

como el pH 6ptimo en esta etape, 

Cuando el concentrado de AHF fue hecho usando una simple modifice--­

ci6n de pH \de 7,0 a 6.85) en la etapa de adsorci6n con hidr6xido de -­

aluminio,pera sin cambio de pH en la saluci6n final (pH 7.0¡,las pradu~ 

tos mostraron slgún mejoramiento sobra lo• concentrados de AHf estsndsr 

en el tiempo de reconstituci6n,ectivided especifica y en sl contenido -

de prote!ne coagulable,pero no es estable en solución oespu6s de 24 hrs 

de reconstituido,ll pH da las soluciones reconatituidee en ambos m6to-­

dos,eatsnder y modificado.es mayor \pH 7.B ¡ qua al pN 6ptimo de 6.9 l 

Vermeer y cals.,l976J.~or asto,le disminuci6n de la activided del AHí -

en e1taa soluciones despu6a de 24 horas era esperado.Aunque en el pro-­

cedimiento estandar el pH de la solución final de AHF se ajust6 siempre 

e 7.0 1 despu6s de le sdici6n de cloruro de 1odio y buffer de fosfatos,el 

pH de las viales reconstituidos ss siempre mayor de 7,0,Eata es probs-­

blsmente debido e la baja concentrsci6n del buffer de fosfatos usado y 

a que la soluci6n pierde co~ durante sl proceso de liofilización. 
' ~ueriendo obtener un pH m6a neutro en loe viales reconstituidos, se -

baj6 el pH de ls soluci6n final de AHf a 6,55-6.60,Con esta simple madi 

ficaci6n de pH en la soluci6n final,pero sin cambia de pH del extracto 



del crio en la etapa de adaorci6n con hidr6xido da eluminio(pH de 7.DJ­

es posible obtener un producto estable en aoluci6n y con mejorada solu­

bilidad. La actividad especifica y el contenido de prote!na coagulable,­

de cualquier modo,qued6 sin cambio.Los re1ultadoa indican que el canee~ 

trado de AHf obtenido con les caracter11ticaa enliatadas en la Tabla 32 

y Jj(cambio de pH en le etapa de adsorci6n y en la soluci6n finalJson -

necesarios.Un si•pla cambio da pH en cualq~iera de las etapas result6 -

en un producto parcialmente mejorado. 

Lea mejores obtenidas en el concentrado de AHf modificado,esto es,-­

tiempo de reconstituci6n de 2-3 min,estabilidad completa despuAs de 24 

horas de reconstituido,meyor actividad espec!fiea,menor contenido de -­

prote1na coaguleble,meyor claridad y epariencia general,son caracteris­

tices elte•ente deseables para un concentrado terapeútico de AHf.De es­

te modo,al concentrado de AHF modificado es una alternativa aceptable -

y no se tiene que sacrificar rendimiento ni aumentar el costo con un -­

proceso de alta pureza.Adem6s,lss mejoras asociadas con.este concentra­

do parecen hacer factible el manufacturar de 500 a 1000 viales por la -

t!cnica de ultrafiltraei6n sin afectar significativamente las caracte-­

risticas de la solubilidad. 

Un recienta documento de S•ith y cols.,1979,indica que la etapa de -

precipitaci6n en fr!o despu~s de le adsorci6n con hidr6xido de aluminio 

es esencial pera la remoci6n de prote!nes impuras del extracto de AHf.­

De acuerdo con aste m!todo mejorado,la adsorci6n ccn hidr6xido de alum! 

nio as hecha e pH neutro a temperatura ambiente y la pracipitaci6n en -

frie es hecha e pH ligeramente 5cido,En ambos procesos estandar y modi­

ficedo,la precipitaci6n en fr!o es parte del proceso y se incorpor6 a -

le atape da edsorci6n,Estos resultados indican que si la combinaci6n de 

la adsorci6n con hidr6xido de aluminio y pracipiteci6n en Fria as efec­

tuada a pH ligeramente leido en lu~ar de neutro,une mayor cantidad de -

concentrado da AHf pueda ser obtenido. 
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~o.27.MAtodo de Newman Jack y colaboradores para le obtencien~--­
~.~~ ~n intermediario altamente puro de Factor VIII partien­

do de plasma frcGcn cong3l1jo,usando Poli~tilen glicol de ---
4000 o 6000 de peso molecular. 



íigure No.2B.-MAtodq de Hershgold E J. y colaboradores (1966). 

PLASMA FRESCO 
(Anticofguhnte) 

CONGELAMIENTO Y A~MACENAMlENTO 
< -¡o e > 

DESCONGELA~IJENTO EN BANO DE AGUA 
A 4yºc 

PRECIPITADO 
DESECHA 

PRECIPITADO 
DESECHA 

VACIADO 6 - 12ºC 

IETA~OL A 0.5 % DE CONCENTRACION F'INAL fA 2 c. 
CENTRfFUGACIClN 

CRIOPlECIPJTADO-----.pARA PRUEBAS EN EL LA­
BORATORIO 1 

EXTRACCICN EN AGUA CONGELAMIENTO ETANOL -
pH 7.0 - 7.2 HIELO r. 

ALMACENAMIEN 
TO A • 20°C-

·~''º''''"" 
SOBRENADAN TE 

DESCONGELAMJENTO A TE!1 
PERATURA AMDIENTE POR 
lB HORAS, 1 

¡aGUA 

HOMOGENIZACIUN DE LA _, 
PASTA. 

~
DSORCIC~ CON Al(OH) 3 AL 2 % (0.01 mg. 

· OR mg. DE PROTEJNA),AGlTACIO~ POR S • 
¡;;uros. 

·~º"""' 
SODRErlADANTE 

4 e por 1 - 30 hor.s 

OS MOLES DE CITRATO DE SODIO POR Ll• 
TAO DE: EXTRACTIJ y AliITACION A oºc. 

a 
.2 MOLES DE GLICINA POR LITRO DE EX-­

TRACTO,AGITACllJN,pH 7.0 .A oºc 
PREClf. lTADO 

~
lSOLUCil.Hi W BUFíER CITRATO-rJ•Cl. 
H 7.0 • 7, 2 

ILTRACION ESTERIL 0 IRAHDlACION UV,CON­
ELAMlENTO Y LIUílLIZACICh. 

CONCENTRADO f-~lil 



SANGRE VENOSA 

+ ANTICOAGULANTE 
(2 partes de ácido. 
c!trico O.I M más 
3 partes de citra~ 
to de sodio o.I M) 
9 volúmenes de san 
gre m~s I de anti­
coagulanta. 

PLASMA 

CEFALINA 
(trombophstina 
extraide de te­
jido cerebral -
humano) 
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EXTRACTO DE BELL Y ALTON 
(tromboplestina extraida 
de tejido.cerebral de ca 
nejo) 

SUSPENSION DE POLVO 
DE KAOLIN 
(2 gramos de 
en 50 ml. de 

MEZCLAS IGUALES 
DE TROMBOPLASTI­
NA Y SUSPENSION 

0.2 ml. 

(en un tubo) 

+ 

IN 

---------..u. 2 ml. 
Incubaci6n a J7°C 

por 3 min. 

Se hace funcionar el 
reloj 

Se agita el tubo y se 
regresa al incubador 
Despu's de JO seg. de 
adicionado el cloruro 
de calcio y a inter-­
v~los de 5 seg.se in­
clina suavemente el -
~ubo 

CC%t:LO 
(so para el reloj) 

figure Ne .29. Técnica de P roe ter y ílapaport o ara Tiempo de Tru .. b~ 
~lastina parcial con K~olin, 

.. 
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Table32.Propiedades de las preparaciones de AHf est~ndar y modificeda-­
hechea en el laboratorio, 

AHf Estandar AHf Modificado 

rango promedio rango promedio 

Tiempo de raconstituci6n 
en minutos: 

a 23 tt 2.S-6.5 4.0 1.s-2.s 2.1 
a 37°t: 1.5-3,5 2.3 l.s-2.0 I.7 

Potencie de AHí,U/viel 235-359 295 230-382 290 
Prote!ne coagulable,~ 51-60 SS 48-55 so 
Prote!na,mg/vial 368-466 426 258-44 2 341 
Actividad aspec!fica,U/mg. 0,42-0.77 a .. 65 a.ss-0.97 o. 78 
Purificaci6n sobre plasma 26-48 41 34-61 49 
!veces) 
pH 7.7-8.0 7.8 7.0-7.l 7.0 
Actividad desp~6s de 24 h,~ 69-93 80 89-IDO 94 
Rendimiento,U/litro da pla~ 227-325 269 222-3}0 263 
me 

Tabla 33 .Propiedades de las preparaciones de AHf estandar y modificado 
hechas e gran escala. 

AHf Eatandar AHf. Modificado 

rango promedio rango promedio 

Tiempo de reconstituci6n 
(minutos/ e 23 ªe 2-5 3.8 l.s-2.s I.7 
Potencie de AHí,U/viel 261-270 265 246-314 275 
Protdne,mg/viel 332-464 388 252-400 315 
Prate!ne coagulable,~ 50-57 54 43-53 47 
Actividad espec!fica,U/mg. o.se-a.el o. 70 D.62-1.06 o.ea 
Purif icaci6n sabre plasme 36-51 44 39-66 55 
(vecu) 
pH 1.a-1.1 7.6 6. 7.7.0 6.9 
Actividad despuAs de 24 h,~ 67-89 76 SB-100 97 
Rendimiento,U/litro de ple~ 193-239 214 192-255 221 
1118 
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PREPARAClQN QE fACTQR ANTlHEMOFlLICO Y FIDRQNECTINA A PARTIR 

DE CRIOPRECIPITADO QE PLASMA HUMANO 

1.-tNTRQQYCCION 

Este art!cula presenta detalles de un proceso,compatible con las pr6s 

tices actualae da almacenamiento y fraccionamiento de plasma en los Dan­

ces de Sengre,al cual da como resultado un alto rendimiento de un canee~ 

trado de AHF y une preparaciOn da fibronectina plaemAtica purificada ad1 

cuados pera pruebas cl!nice1(a1ta Gltima t6cnica no ear6 tratada aqu1). 

2.-MATERlALES Y METOQO 

EXPERlMENTQS PAEVlQS 

a)Ueo de poli•til•n glical 

Un procedimiento común•ante usado para la purificaci6n del AHf es la 

precipitaci6n de componente•(primeramente fibrin6geno)de el crioprecipi• 

tado con 3,5 a 4~ de PEG a pH entre 6,5 - 7.0(Brinkhous y cals.,19661--­

New~an y cols.,1971).Una serie de experimentos sobre el efecto de le con 

c~ntraci6n del PEG,fuerze i6nica y pH no concujeron a identificar las -­

condiciones apropiadas pare la 1eparaci6n de AHF y fibronectina.Uno de -

estos experimentos se presente a continuaci6n1 

Tratamiento de extractos de crioprecipitado con PEG.El crioprecipite­

do fue extraido con J volGmanas(w/vl de buffer Tris-HCl Q,002 M pH 7.0 y 

tratado con Al(DH)J,Seguido de le clerificaci6n,se adiciono citrato de -

sodio a une concentraci6n final de 0,02 M y el pH ajustado e 7.0 con --­

NeOH 1,0 M y HCl,Siguiendo le edici6n de PEG 4000 e la concentraciOn in­

dic1de, lee mueetree fueron mezcladee por 30 minutos a temperatura embie~ 

te y clarificadas por centrifugaci6n,El AHF y la Fibronactina fueron de­

ter~inados en el sobrenedente. 

Lee gr6ficee de la figuze No.30 sugieren que • 6~ o 8~ de PEG • pH 6,1 

o 6,5 se favorece una relativamente mayor precipitaci6n de fibron1ctina 

en compareciOn con el AHF en le fea• liquide.De cualquier modo bajo es-­

tea condicione• por arribe de 50~ del AHF •• pierde, 

Si ee observa la figura No~Oes t•cil ver que• •5 de PEG no es posi­

ble saperer AHr y fibronectin•• 
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b)Precipitaci6n en frío 

Desde loe estudios do Smith y cole.,1979 se ha mostrado que la temper~ 

ture de lOºC favorece le precipitaci6n de contaminantes de la soluci6n -

de~ AHf,el efecto de le concentreci6n de citrato a pH 6.4,6,6,6,8 sobre 

la solubilidad relativa del AHf y fibronectina a lDºc fue eetudieda,Va-­

rieciones en la concentreci6n de citrato de D.001 a 0.020 M han influen­

ciado grandemente la solubilidad de la fibronectina,mientras que la soly 

bilidad del AHF permaneci6 relativamente alta \fitura ~o. 3~. T~mLi~n. -

con citrato 0,001 M y ligeros cambios de pH afectan grandemente la solu­

bilidad de le fibronectina con considerablemente pequeMos efectos soore­

el AHf. 

Separaci6n de AHF y Fibronectine, El crioprecipitedo fue lavado con 4-

volOmenes (w/v) de :urfer tris-HCl O,OZH, pH 7.0 e oºc, y entonces extr~ 
ido por JO minutos con 2 volOmenes (w/v) del mismo buffer a temp~ratura­

ambiente. Seguido de la edsorci6n con Al(OH)
3 

y clarificaci6n, ol pH fue 

aju~tado e al valor indicado (6,4,6,6,6,8) con ~cido c!trico 0,lM. Para­

llevar le concentraci6n ce citrato e 0.01 M y 0,02 H, buffer citrato de­

sodio/kido cltrico fue adicionado al valor de pH asignado, La temperaty 

re fue reducida a 10°~ y el precipitado removido por centrifugaci6n. El­

AHF y la f'ibronectina fueron determinados en los sobrenadanies. Ef-c:rio­

precipitado fue lavaco, como se describe al principio de este experimen­

to, con el prop6sito de re~over el plasma intersticial (Wickerhauser y -

cols,, 1978), 

HETODC PklNCIPAL 

El crioprecipitado de plasma humano rue preparado a partir we plasme -

congelado proveniente de sangre tratada con citrato-fosfato-dextrosa-ad~ 

nina-llCPOA-1), El crioprecipitado f~e aislado la pecue"a escala) por el 

uso de una centr1fusa de banco da sangre refrigerada y e sran escale en­

una centrifuga de flujo continuo,el criopracipitado fue almacenado congs 

lado a .3oºc hasta su u~o. Posteriormente ~ste fue lavado con buffer --­

tris-HCl 0,02 M pH 7.0 entre O y 2°t: con una relaci6n de l e 4 (w/w). El 

orecipitaoo rico en AHF fue recuperado y extraido a 20-25°C en buffer -­

tris-HCl 0,02 M pH 7.0 con una relaci6n de l a 2 (w/wl bnsado 5obre el -

oeso original del crioorecipitauo. La r.uspen1i6n de hidr6xido de alumi-­

nio (6xido de alum!~io 2~) fue adicionado a un8 concentraci6n fin~l de -

4~ (v/w) y posteriorme~te fue removido por cantrifuga~ien, El pH del ---
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fluido sobrenadante fue bajado a 6.5 con ~cido citrico O.l H y la tempe­

ratura reducida a lO't. El precipitado rico en fibronectine fue removido 

por centrifugaci6n, Cloruro de sodio s6lido fue adicionado al fluido so­

brenadante a una concentraci6n final de o.os H, y el pH fue ajustado a -

7.0 con citrato da sodio l M, Esta soluci6n fue filtrada a travAs da un­

filtro lPAll PB,Cortlsnd, NY), concentrada de 2 a J veces por ultrafil-­

traci6n en un cartucho hueco de fibra \Romicon PM J6, Woburn, MA), fil-­

trado est!ril, congelado y liofilizadQJfigura No,32 ~ 

3,-RESülTAPOS 

En la table No,J4se describen las variaciones de actividad y rendimien­

to durante las diferentes etapas del presente m~todo de obtenci6n de fas 

tor Vlll. 

la principal pf rdide de AHF y protefna ocurre durante la etapa de pre­

cipi taci6n a lO°t, debe aer enfotizedo que el relativo buen !xito de le­

subsecuente filtraci6n depende de le remoci6n de le fibronectina. El Bl~ 

de la fibronectine presente en al sobrenadante da hidr6xido de aluminio­

precipite durante la etar.a de precipitaci6n a·10°c. Un beneficio da le­

remoción de una cantiuad considerable de fibronectina del AHF fue la me­

jorada recuper0ci6n del AHF seguida da la-filtración estAril, ademAs de­

une disminuida Area da superficie para filtrar. En adici6n, las propied~ 

des din§mica9 de la soluci6n resultante de AHF permitió el uso de ultra­

filtr~ci6n como una etapa da concentraci6n en lugar de concentrar por -­

precipitaci6n con PEG o otros agentes. 

El producto he damo9trado ser hemost6ticamente efectivo, esta=le por -

m~s de 2 a~as almacenado a 4ªC y a J2°C por 18 meses, y soluble en BS a~ 

9undo9 cuando reconstituido. 

la potencia del AHF ee deter~in6 por la t6cnlce en unn etapa de lang-­

dell y cole., 1953. (figura No.ll ) 

4 0 -QISCUSIQN 

Los proble~os m&s frec~entas durante le obtenci6n de AHY sona bajos -­

rendimientos, pobre filtraci6n, baja solubilidad seguido de la liofiliz• 

ci6n. El AHY producido por esta mltodo ae ceracteriza por su rApida sol~ 

bilidad, eatabla durante almacenaje y apropiado para uso humano. El fá-­

cil manejo de la soluci6n de AHF tanto como su r§~ide ~olubilidad co~o -

producto final, probablemente fue une consecuencia de la remoción de le• 

fibronectin~ durante la etapa da orecipitaci6n a 10°~. 
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_JONGELAHI é:NTO/DE SCONGELA~I IENTO 
ENTR If'UGAC ION 

de crio) CRI PRECIPITADO 

ALMACENAJE ~ -30°c 

XTRACCION EN fRI01Levado cog buffer 
trie-HCl 0,02 H,pH 7.0 e 0-2 C 

ECUPERACIOPI 

CRIOPRECIPITADO RICO EN AHF 

_ o-2sºc J
TRACCION A TE~iPERATURA AMBIENTE1 
ffer tris-HCl 0,02 H,pH 7.0 e 

DROXIDO DE ALUMINIO AL 2~ 

PRECIPITADO NTRif'UGACION 
SOBREllADANTE 

J
OICIUN DE ACIDO CITRICO O~l M 

JUSTt DE TEMPERATURA A 10 C 

ENTRlf"UGAClOU 
PRECIPITADO 

(fibronectine)SOBRE~ADANTE 

DICION DE CLORURO DE SODIO 

AJUSTE DE pH A 7.D 
fILTRACION1filtro (Pell PB,Cortland) 

ULTRAfJLTRACION:certuchos de fibre 
(Ro11icon PM 36,Woburn,MA) 

ILTRACION ESTEAIL 

ONGELAMIENTQ 

Of'IL IZAC lOló 
AHf' CONCEllTRADO 

f'igure No.32-HAtodo de Horowitz y cols.,1984 pera 1• obtenci6n de AHf' 

y Fibronectine 
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Tabla No.34-fector entihemof!lico producido por el Banco Central de 
New York (promedio de cinco lotes) 

PROTEINA 

ETAPA LITROS mg/ml 

EXTRACTO E~ fRIU 77.84 3. 46 

EXTRACTO A.TEMPE_ 
RATURA AMBIENTE 53.04 30.90 

&. ACTIVIDAD ES~t~IfIC~: 

A H f 

g TOTAL u/ml RENDIMIENTO u/mg&. 

266 0.14 2 0.04 

1559 10.42 98 0.34 

0.43 

o. 93 

O.B7 
. O. B7 

0.91 





137 

DJSCUSION GENERAL 

En e•te parte del trebejo discutirt lea diferentes ttcnica• -

utilizadas en le obtencidn de concentrados de factor entihem~ 

fllico hu•ano y eue resultado•. Adem6e, como hacer le mejor -

eleccidn de le tAcnice, tretamiento y pruebes de coe9uleci6n, 

pare fin•l•ente emitir les conclusiones. 

A. QEJETlyos 

Loe trabajos de inve•ti9eci6n equ1 de•crito• tienen como -

principal objetivo aumentar el rendimiento y pureza de los •• 

concentredoa de factor antihe•ofllico, tomando co•o referen­

ci• los mttodos e inveatigecionea hechas por otros autores, 

A continuación se presentan los objetivos particulares d•· 

cede mAtodo, sus tAcnices y resultado•• 

MAtooo A-l 

Obtenci6n de crioprecipitadoa e partir de donaciones sim-­

ples de 1an9r• (uso de eistemee de bolsee). 

MAtodo A·? 
Loe autore1 pree•ntan un mAtodo con el que •e obtiene un • 

mayor r•ndimiento de factor antihe•ofllico durante le crioprA 

cipit•cidn por edici6n de PEG-4,000 el plasma inicial e une -

cancentr•ci6n final de 1~ (w/v), 

Mltodo A-3 

Eete mltodo ti•ne co•o objetivo obeervar el efecto de lae­

•iguiant 11 veriebl•• •obr• le recuperacidn dsl crioprecipite­

doa 

al Eleccidn del enticoegulente (ACD o CPD) 

b) Edad del ples•e 

e) Dureci6n del descon9elemiento 

d) Grupo ••ngulneo IABO) 

MAtodo A-4 

Describir una tlcnice da obtencidn de crioprecipitedos por­

reuni6n de 2 a 5 donaciones de plasme sanguineo en un eiste•e• 
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abbrto. 

Mltodo B-1 

El prop6•ito de ••t• trab•Jo •• l• obt•nci6n de un concen­
tr•do de tector •ntihe•otllico precipitedo can glicina y co•­

per1r •lgun•a propied•de1 de late con las de un concentrado -

d1 b•J• potenci1. 

Mltpdg B-2 

Con l•t• procadimiento, un producto rel•tiv••ente ••tabl1-

d• al ta pur•ze 'puede Hr h•cho en cantidade1 de •iligra110•. -

Este preper•cidn ea spropiada per• aatudioa tieicoqu!micas y­

biol6gico1. 

Mftoda B-3 

M1di•nte el •ltada descrito squl 1• pr1t1nds abten•r un -­

conc•ntreda •lt1111ents pura e1di•nt• el uso d1 Defibra•• (1nzi 

•• p•recid• e la troebina) pira remover el tibrin49eno d1 co~ 

C8ntrados de fector sntihemotllico de b•J• pursz1 0 

Mftado !!-• 
U•endo el •ltodo d• obtenci6n d1 Ja••• y Wick1rheuaer 

(1972), •• pret•nd• obtaner un concentrada d1 factor entihe•2 

tilico ue1ndo como ••t•ria prim• pls1111s provaniant• d1 aangra 

1lm1c1n1d1 d• • 1 b dl1• •nt•• de 1u ••p1reci6n, e• d•cir, -­

pl•••• na trssco. 
ettpdg B:5 

El docu••nta d••crib• co•o le ••tr1cci6n tiaccion1d• d•l -

criopr•cipitsda, u•1ndo l• t••p•rsture co•a p•rl•1tra princi­

P•l• pu•d• syud1r • incr••1ntsr ls purszs y potencis del con­

c•ntreda d• AHF 1in sdicionsr •lgGn nusvo re•ctivo sl •i•t••• 

bs1lndo•• ••t• tlcnice •n 11 •ltodo de J1••• y Wick•rh•u1•r-­

U912). 
f!ltgdp 8:6 

Dbtensr un cancentr1do d• fsctar sntih1eofllico • psrtir de 

pl11•• hueeno, por el u1a d• re•in1s (copoll•eraa d• •til•no/-
1nhldrido •ellico eustituida1 con di•etil1minopropile•id1). 
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MAtada B·Z 

Lo• •utoree deMueetr811 en •u raparte que sin eecrificer -­

r•ndimiento son cep•c•e de producir un concentredo con •ejor­

celided y con l•• Menores •odificecianee al proceso e•tender­

be••do en el •@todo de Herehgold y cole., 1966. 
Mltpdp B-8 

Dbtenci&n de un concentrado de factor entih••of!lica puri­

ficedo, el cual ee logre ••diente l• eaperecien del• fibron•s 

tine en una de loe peeoe. 
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B. TECNICAS 

Mftodo A·l 

Sangre con anticoagulenta ACD o CPD ea centrifugada, conge­

lada y poaterior•anta deacongeleda e 4 ºe por 18 a 24 hra. El­

criopracipitedo ea ••parado por centrifugaci6n y congelado a • 

• 20 ºe ha1ta 1u uao. A cada bolsa d• crioprecipitado •• la a-

. diciona da 10 • 20 ml. da aoluci6n aalina aat6ril y•• descon­

gela • 37 ºe en un ba"o de agua, para aar usado dentro de l••-

2 hrs. siguiantaa. 

M!todg A-2 

Deapu6a de habar separado el ple••• da la aangre antara y -

congelar•• /da1congaleree e 37 ºe, •• adiciona PEG e una con-­

cantraci6n final da l~ y •• ajuata al pH a 7.5, •• cogela al -

pla1•a-PE6 a ·70 ºe y •• d1acongala lita obtanilndose al crio­

pracipitedo. 

Mttpdp A-3 

Le sangre fue •l•ecanede por periodo• da tia•po variable -­

t 2, 4 o 18 hra.J entee de la aepareci6n del ples•• por centrif~ 

gaci6n. El ple••• ael separado fue congelado in~adieteaente Y• 

procaaado coao •• de1cribi6 anterior•ente, pare obtener detoe­

refarentae • la •lecci6n del anticoagulente, e la edad del --­

ple•••• a la duraci6n del daecongele•iento y la i•portancia •• 

del grupo 1angulnao de loa donador••· 

Mltpdp A-4 

Se obtienen criopracipitedos individual•• de donacionea in­

dividualet por congelamiento/descongale•iento del ple•••• Pos• 

terior•enta •• juntan da 2 a 1 criopracipitedoe en une ••l• •• 

bol••• 

Mftpdg B-l 

Pera e1ta t6cnice ee utiliz6 sangre a•traide en citrato el• 
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4~, del cual •• obtuvo un crioprecipitedo que fue redieuelto­

y precipitado poeterior•ente con PEG (peso •oleculer 6,000).­

Al aobrenadante obtenido ae la edicion6 glicina 2.3 "• el pr~ 

cipitado fue diauelto, vaciado en vialee y liofilizedo. 

Método B-2 

Como material inicial ee utiliza crioprecipitado~, al eia­

lamiento involucre la adsorci6n da contaminantes con Al(OH) 3, 

cromatografle en columna sobre citrato tri16dico-celulo11, -­

precipitaci6n con concanavelina A, filtraci6n en gel de 1gar2 

sa y precipitaci6n con PEG. 

MAtodo B-3 

Deapués de la obtenci6n del crioprecipiteGo 8ste es someti­

do a le acci6n da la Defibresa por perlado de l y 4 hrs. y po~ 

teriormente se eepara el fibrin6geno. 

En el otro experimento descrito aqu!, e un crioprecipitado 

obteniGo en presencia de dextran se le adiciona Defibrasa, se 

separe rápidamente el fibrin6geno formado y se deje el sobre­

nedanta por toda la noche a 4 ºe y se centrifuga. Pera concen 

trar el factor VIII, se adiciona etanol a une concentraci6n -

final del 15~, el precipitedo 11 recuperado, redisuelto y ex­

treida poeteriarmente de une columna de Sephadex. 

MAtodo B-4 

S1 utiliz6 como be11 el m!todo de Ja••• y Wickerhauaer -­

(1972). 
Se intent6 mejorar la pureza y solubilideo del AHí to•enda 

viales obtenido• mediante el mAtodo anta1 de1crito, e los qua 

11 les edicion6 PEG 4,000 e 22 ºc. Los pasos mis import1nte1-

s1 d11criban a continueci6n1 

a) El pH de le soluci8n inicial (viales r1con1tituido1 an­

egue) fue ajustado de 7.3 a 6.S. 

b) Se adicion6 PEG a una concentreci6n de •.s~ pera el pri 

mar a•perimento y 4.oi en el segundo. 



e) Se separe el precipitado por centrifugación y se deeech6 

d) Les solucione• sobrenadantee fueron ejust~~as a pH 6,05-

y se lee edicion6 PEG e une concentración fina• de ll~. 

e) Los AHF obtenidos fueron recupereooe por centrifugaci6n­

y disueltos después en buffer trie-citrato, 

M~todo B-5 

Para incrementar la pureza y potencie del concentrado de 

AHF preparado por el m~todo de James y Wickerheuser (1972), 
las siguientes modificaciones son introducides1 

e) Une etapa da extracción sn fr1o fue incorporada pare re­

mover lee impureza• soluble• en fr!o, El crioprecipitado fue -

extraido con buffer tri1 0,D2 H y pH 7,0 (d ml/g de erial • -­

D ºe, 
b) El AHF fue recobrado ca la ~orción insoluble en fr1o por 

extracción a 21 ºe con el miemo buffer, Para incrementar la 

concentración del AHF, esta segunda etapa de extracción fue 

reslizeds can pequeftoa vol~menes de buffer (2 ml en lugar de -

J-4 ml/g de crio), 

Se utilizó sangre CPD, la cual fue centrifugada dentro de • 

la• 6 hrs, ei~uientea a su recolección. 

Se prooó la edsorción del extracto con cantidadae incre•en­

tadee de Al(OH)), a eaoar 0,43, 0,65 y 0.86 ml/g de cric. 

La etapa de extracción en fr!o se realizó con buffer tri•-­

HCl en un experi•anto y con agua en el otro. 

Método B-6 

Plaeme tratado can anticaagulantaa as eazcledo con E·lDO •· 

pH a.o y 4 ºe por 5 minuto9, •• centrifuga o filtre. El sobr•­

nadante •• trat~do con E-5 e pH 6,0 y • ºe, posterior•enta ae­

leve can buffer NaCl 1.5 M•Lieine 1.0 M.pH 7.•. Pare ••traer • 

el fector antihemof!lico, el a•trecto as concentrado por ultr¡ 

filtración y precipitación con PEG. 



Mftodo p..7 

Esta t6cnica ee baaa en el m6todo de Herehgold y cole., -­

(1966), al cual 1• le efectueran lee eiguientee modificacio--

ne•1 

a) Ajusta del pH del cric-extracto a 6.B-6.9 mientras ee -

Mezcle con el Al{OH) 3• 

b) Ajuste de pH de le solución final entes de la liofiliz• 

ci6n s 6.5-6.6. 

MAtodo B-B 

La etapa mAs importante de íate m6todo es la separación de­

le fibronectina (le cual puede ser purificada posteriorNenta). 

Despu6a da le adición del Al(OH) 3 y centrifugación~ se agreg6-

6cida citrica y se sjust& la temperatura a 10 ºe, precipitando 

de aste manera le fibronectina. Esta precipitación en fr!o fa­

cilita laa filtraciones subsecuentes, logrando incluso la con­

centración por ultrafiltreci6n en lugar de precipitación ccn-­

PEG e otros agentes. 



C. RESULTADOS 

En el cuadro No. 1 se muestran los diferentes m~todos de obtencien de 

concentrados de factor antihemof!lico, en el se aprecian las caractér!s­

ticas m~s relevantes del producto y una serie de comentarios que son el_ 

resultado del anAlisis de cada t~cnica. Los hallazgos mencionados ante-­

riormente pueden ser aplicables al m~todo espec!fico de origen o pueden_ 

considerarse aisladamente uno a varios de ellos para .edicianerse a alg~n 

procedimiento en particular. 
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f.E'l'CJJC '.C;TAI'AS CLAVES/COM.M~TARIOS 

A-1 Donaciones ind,! , ) MhWLAR l'1RFi>CTMíhl\Th LA --
viduales de san SA!.Glfo COI\ EL Ah'rICOAGULAN-

grc. TJ:;, 

BC: Satisface 2) EL CRIOFR¡.;CIPITADO ES DBS•· 
RE: 50~b del presen- C01'Gl::LADO BN bANU DE AGUA A 

--_-=oc __ . te en el plas- 37 ºe Y DEBE SER INU.CTAlJO-
.ma .fresco, DEN'fRO De LAS 2 llRS, SIGUI· 

P: 125 U/bolsa. hUTES. 
A-2 Johnson 1979 · NP: Plasm!I 

GE: !Jotisfece 1 ) LA SANGRE D~BJ:: SER ALMACENA 

AE: 0,38 u/111g de - DA A 4 ºe DURA~TE ~L PERIO: 

A,J • 

p1·oteina DO PIIBVIO A SU CENTRIFUGA·· 

PU: 25 Veces con - CION, 

respecto al pla! 2) EL CRIOPRECIPITADO S~RA SE· 

ma. PARADO lNMEDIATA~iENT.I!! Dt;S-· 

¡.u¡.;s llhL lfüSCONGNLAMn .. t.TO -

POk Cl::l\THU'UGACION, 

3) CO?I EL Pl!Ol'OSI '1'0 m; OBTE- ... 
"' li1R Ull CIUO PRECIPl 'l'ADO COI\• 
111 

ft'.AYOR CO!Wl:>;?>TfiAllO lJE AHF Sl!i 



f.E'rODO AUTOR AÑO 

Wenslen R.T. 1980 

. CARAC'l'liílIS'l'ICAS DEL 
CONCJW'l'HADO 

P: Anticoagulante 
ACD" 55 U, 
CPD-= 76 U 

EDAD DE PLASMA: 
2-18 h• 62-68 u/ 
crio. 

DESCONOl~LAMIEN'J!O RA 
l'ID01 -

68 u/orio 
GHUl'O Al 

89.'7 u/crio 

ETAPAS CLAVES/COMENTARIOS 

ADICIONO PEG • 4,000 AL --
PLASMA INICIAL A UNA CONCE! 
TRACION FltlAL DE 1%. 

4) l:L DliSCONGELA"1U:NTO DEL ---
PLASMA A 2 ºc DIO MEJOR RE! 
DIMIENTO DE AHF. 

5) CUANDO SE AJUSTO EL pH A --
7.5 DESFUES DE LA ADICION--
DEL Pl:G SE OBll'UVIERON Ml!:JO· 
RES RESULTADOS DE RECUPERA-
CION DE AHP. 

1) EL PLASMA RECOLECTADO EN --
CPD DA MAYOR RENDIMil!.NTO --
DEL CRIOPR};CIPITADO DE FAC-
TOR VIII. 

2) EL PLASMA FRESCO (EL SEPARA 
HADO Y CONGELADO EN'!'RE LAS-
18 Hl<S. SIGUIENTES A LA RE-

COLt;CCiüll Dt.: LA SANGR1) DA· 
EXOELEN'!'F; RECUP1HACION DE - .... ... 
:t'ACTUJI VIU. OI 



MBTODO 

A-~ 

AU'l'Cii 

Mentitóve 
j,E, 

·70~2;\l/~rro : :> _.­
PE:' Satls.faée. -· 
11,P: .DonaC:i~ne~ tnd! 

vi.d\lale s. d~ ªª!! 
gre;./' .. · 

1983 f.P: Donaciones ind! 
-- -~·--- -'·:vidu'aíes de pla~ 

. r 

róa. 
RE: 48% 
·P: 129.1 u/bolsa 
ECI Satisface 
PE: Satisface 

ETAPAS CLAVES/COf.l::NTARIOS 

3) EL DESCO~GELAMIENTO RAPIDO· 
DEL PLASMA (2.5 HRS, A 8 ºe) 
FAVORECE LA RECUPERACION DE 
AH1'', 

4) LOS CRIOPRECIPlTADOS DERIV! 
DOS D1':L GRUPO SANGUINEO "A" 
CONTIENEN 28% MAS ACTIVIDAD 
DE FACTOR VIII QUE LOS DEL• 
GRUFO 110 11 , 

1 } LA REUlUOll DE 2 A 8 CRICS • 
liN Ul;A SOLA DOLSA ES UN ME· 
TODO ACEPTAllL~ PARA AUfwlEN·· 
TAR LA CONCENTRACION DE LOS 
CRICS DERIVADOS DE DONACIO· 
NES INDIVIDUALES, 

2) SE SUGIERE EL USO DE CRlO· 
PflEGIPITADOS CO!oíl'ATIDLES -· 
CON EL GRUPO SA~GUINEO ABO 
l'ARA EVITAR QUE LOS GLOBU-­
LOS ROJOS DE LOS PACIENTES 
Bl::Al\ cu1m:1l'ros POfi ISOAGLU-

... .. .... 



ME TODO AUTOR AÑO OARACTERISTICAS DEL ETAPAS CLAVJ~S/COM1Nl'J.RIOS 
CONCENTRADO 

TINillAS 

ll-1 Br1nkhoue 1968 i!C: Sat1o1'ace 1) EL CRIOPRECIPITADO FUE DI·-
K.~í. ft.P: Crioprecipita-- SUELTO Y SE LE ADICIONO PF.G 

dos. 6,ooo, ESTE FUE ESCCIJIDO -~ 
P: 1,050 u/vial PORQUE SUS SOLUCI01;¡5 SON • 

PU: 162 veces POCO VISCOSAS Y NO CAUSA -· 
AB: 1,600 a 5,500 - DESNATURALIZACION A Tt;MPEffA 

u/g de proteina. TURA AMBIENTE, PARA ?RECIP! 
E: Satisface TAR EL FIBRINOGENO. 
S: Satisface 2) SE ADICIONO GLICINA FARA •• 

GE: Satisface PRECIPITAR EL F·VIII CON EL 
PASO i'INAL • 

.(.• 

' B•2 Legal M.E. 197:5 MP: Crioprecipitadoa 1) LA ETAPA DE ADSORCION CON_ 
PU: 500 Vecea con - Al (OH)3 SIRVE PARA R¡MOVER 

1•eapecto al cri2 FACTOR Vll ,IX,X, PROTRCMBI• 
precipitado y -- NA Y FIDRINOGENO. 
3000 a 5000 ve-- 2) SE USA LA CONCANAVALINA PA• 
ces con r1:1apecto RA PRECIPITAR EL FACTOR ••• 
al pluoma VIII Y LA FIL'fRACION E?< GEL 

PE: Satiuface DE AGAROSA PAltA ShPARAR EL- ... 
E: Por 2 eemanaa,de! .l<'AC~YJR VIII 1J1'.! LA CONCAH V~ • GI 

pues de 4 sema-- LINA. 



MJ:;TODO AU'l'OR AKO CARACTERIS'l'lCAS DEL ETAPAS CLAV1S/COMENTARIOS 
CONCE!iTRADO. 

nas 50% , 

Jl-' Lopaciuk S, 1975 MP: Plasma citrata- 1) SE UTILIZA DEFRIBRASA ( ENr 
do, ZIMA SEMEJANTE A LA TROMBI· 

AE: 25,0-6250 u/g - NA) PARA REMOVER EL FIBRINQ 
de proteína, GENO, 

PU: 200 - 400 veces 2) PARA CONCJ:;NTRAR EL F-VIII,-
E: Por 48 hrs, a - UllA ETAPA DE PRECIPITACION-

temperatura am- EN F'RIO CON ETANOL FUl: EM--
biente, una se- PLEADA, ADEMAS EL CONCENTR! 
mane a 4 °c y 3 DO SE HIZO PASAR A TRAVES--
meses a - 25 ºc. DE U?-iA COLUMNA DE iEPHADEl 

PJ,.;: Satisface, PARA SU YiAYOR PURIFICACION, 

lJ-4 Wickerhauser 1976 MP: Sangre almacena- 1) LA SAllGRE ALr.ACENADA POR 
M, de de 4 e 6 dias ARRIBA DE 21 DIAS EN FRIO-

(Plasma no free- CONTIENE AUN EL 60% DE LA-
co). ACTIVIDAD ORIGINAL, 

GE: Satisface 2) HAY PEQUENA HEMOLISIS EN -
P: 5,8 - 7.9 u/ml., SANGRE ALMACENADA fOK MAS-

32,7 u/ml, DE 6 DIAS. 
ro: 6,5-9.6, 100 3) LA ETAPA DE EXTRACCION cm; ... .. 
S: 1 minuto VOLUME!iES REDUCIDOS DE JlU! '° 

111:: 60% l!'EH, 2ml, EN LUGAR DE :5 --



ME TODO AUTOR ANO CARACTERISTICA~ D~L LTAPAS CLAVLS/COMENTARIOS 
CONCE!i'l'HADO. 

POR GRA~O, CAUSA MENOR FI~ 
TRABILIDAD Y SOLUBILIDAD. 

4) LA ADICION DE 1 A 2% DE --
GLUCOSA O 1% DE GLICINA A,!i 
TES DE LA LIOFILIZACION Ml! 
JORO LA.SOLUBILIDAD DEL -
PRODUCTO, 

5) LA EXTRACCION A TEMPERATU-
RAS MAYORES.DE 20 ºe AFEC-
TO LA FILTRABILIDAD. 

6) CUANDO SE UTILIZO PEG AL 4 
% EN LUGAR DE 4.5% PARA --
PRECIPITAR EL FIBRINOGENO, 
LA SOLUCION RESULTO INFIL-
TRABLE. 

D-5 Wickerhauser 1978 MP1 Plasma fresco 1) EL LAVADO Dfü, CRIO A-5 ºc-
M. PE Y GE1 CON 8% DE lil TA?oOL l'ARA RE-

Satisface MOVER LAS PROTEINAS OCLUI-
~\ 225-247 u/litro DAS INCIIBMEN'l'O LA PUREZA·-

de plasma DEL AHF. ... 
PU: 40-45 vecee 2) EL l'LASMA CONGELADO ES CO,!! UI o 

S:· 5 minutos TADO PARA AUMENTAR EL AREA 



METODC AUTúli AÑO CAHACT};/m-JTICAS D.bL 
COJIC/;NTHA DO. 

, P: 24. 3 u/ml. 
E: 29 lll'a.-91% 

5 meaea 5 ºc-
9'1% 

~TAPAS CLAVES/COMENTARIOS 

EXPUESTA Y ACELERA EL DES­
CONG ELAMIEllTO. 

3) LA PRIMERA ETAPA DE EXTRAf 
CIO!I SE BEALIZO A O ºe PA· 
RA REDUCIR LA SOLUEILIDAD· 
DEL A/lb' PE!UtJITIE?IDO LA EX· 

TRACCIOt. DE LA PR01'EINA S~ 
LUIJLE, 

4) LA SEGUNDA ETAPA DE ElTRAf 
ClON DEL CRIO ~UE LLEVADA· 
A CABO ENTIU:; 20 Y 22 ºe P~ 
RA FACILITAR LA E.xTRACCIOll 
DEL Al!Ji', 

5) SE OBSERVO QUE LA.ADSORCI-
ON DEL EXTRACTO DE AHP COtl 
CANTIDADt:S rncRE~iENTADAS -

VE Al (OH)3 0,65 o 0,86 -­
ml/g, Dl·; CHIO ( NOkMAL 0,43 

ml/g) DA COMO RESULTADO LA 
DISfliINUCION DE LA ACTIVIJ)AD t4 

DEL F-VIII, :!! 



ME'l'ODO AUTOR 

Johneon 
A,J, 

AÑO 

1978 

CARACTERISTICAS DEL 
CONCJ::NTRADO 

MP1 Plasma 
PE1 Satiat'aca 
GE1 Satisface 
RE: 43% 
PO: 50 veces con --

respecto al pla! 
ma, 

ETAPAS CLAVES/COMENTARIOS 

1) MEDIANTE ESTA TECNICA SE· 
OBTIENE AHP SIN vWP, 

2) LA TECNICA INVOLUCRA1 AD•• 
SGRCION SOBRE LA FASE SOL! 
DA ( POLIELECTROLITOS,EX·· 
TRACCION DE LA FASE SOLI­
DA Y CONCENTRACION POR UL· 
TRAFILTRACION O USANDO PEG), 
• EN LA PRIMERA ETAPA SE -

USA E-100 lmg/ml, PARA -
ABSORVER LOS FACTORES 11 1 

viI,IX y x. SE CENTRIFU­
GA O FIL'l'RA, EL SOBRENA• 
DANTE CONTIENE AL F•VIII. 

- EN LA SDJUNDA ETAPA SE -
USA E-5 60 mg/ml,SE LAVA 
ESTA CON NaCl PARA REMO­
VER LA ALBUMINA Y OTRAS· 
PROTEINAS. EL FACTOR VIII 
SE EXTRAE CON EUFFER llaCl ... 

UI 1.5 M• LISINA 1,0 M A pH N 

7,4, SE USA DETONITA PA• 



ME Tú DO AUTOR AKO 

D-7 Liu D,T.H, 1980 

CARACThRlSTICAS DEL 
CONCENTRATO. 

MP: Plasma 
GE: Satisface 

S: 5 min. 
AB: o.as u/mg, de 

proteina. 
PU: 49-55' veces 

E: Satisface. 

ETAPAS CLAVES/COMENTARIOS 

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. 

1) EL pH DE LA SOLUCION DE •-

CRIO FUE AJUSTADO A 6.85 -
ANTES Y DESPUES DE LA ADI-
CION DE Al (OH) 3 10.itg/g -
DE PROTEINA. 

2) LA SOLUCION FINAL FUE AJU§ 
TADA A pH 6.55-6,60 ANTES-
DE LA LIOFILIZACION, 

') SI SE COMBINA LA ADSORCION 
COU Al (OH)} Y LA PRECIPI-
TACION EN FRIO A UN pH LI-
GERAMENTE ACIDO EN LUGAR -
DE NEUTRO, UNA MAYOR CON--
CENTRACIOll Dt; AHF PUEDE -- ... 

"' 1.1 

SER OBTENIDO. 



Mh'CODO AUTOR AilO 

ll-8 llorowitz D. 1984 

CAHACTEHIS'J'I UAS DEL 
CO!WEN 'l'HAllü, 

MF1 Plasma 
GE: Satisface 
EC: Satisface 

E: 2 anos a 4 ºe 
18 meaos a 
32 ºc. 

S: 85 seg. 
AE: 0,91 u/mg. de 

p·roteina 
RE: 51% 

--- - P: 31;4 u/ml. 

t.:'rAPAS CLAVE/COMENTARIOS 

1) EL LAVADO DE EL CRIOPRECI· 
PITADO CON BUFFER TRIS HOl 
0,02 M pH 7, ENTRE O y 2 ºe 
CON UNA RELACION DE VOLU-­
MEN DE 1 A 4 (w/w) AYUDA A 

REMOVER EL PLASMA INTERS~! 
CIAL, MEJORANDO LA PUREZA. 

2) CON EL FIN DE IIBMOVER LA -
FIDRONECTINA 1 DESFUES DE·· 
LA EXTRACCION DEL CHIO •• 
CON Al (OH) 3 A UNA CONCEN· 
TRACION FINAL DE 4% (v/w), 
SE AJUSTO EL pH A 6,5 Y LA 
TEMPERATURA A 10 ºc. EL •• 
PRECIPITADO FUE REMOVIDO •• 
POR CENTRIPUGACION. 

3) LA SOLUCION RICA EN AHP •• 
FUE CONCENTRADA FOR ULTRA­
PILTHACION EN LUGAR DE Pfl! 
CIPITACION CON PiXl U OTROS 
AGENTES ( AL REMOVER LA F! 
BRONEOTINA SE FACILITA LA• 

~ 

"' .. 



-, 

Mh'l'ODO AU'l'OH CAH CTBIUSTICAS DEL 
COJIGh~¡TJ<ADO, 

DONDE: MPa MATEHIA PHIMA 

GE= GRAN ESCALA 

PE• PEQUENA ESCALA 

p,. POTBNCIA 
AE= AC'l'IVIDAD ESI'ECIFICA 
PU10 l'URU'lC

0

AClON 

Ut;= HECUPifüAülOt\ DE AHF 

E= ESTABL!'.: 
S= SOLUbLE 

ET1\PAS CLAVE/ CO~IENTARIOS 

FILTRAUION). 

BC• ~FECTIVO PAhA USO CLINICO. 

... 
111 
UI 
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D. ELECCION DE LA TECNICA 

Le eleccian de elg6n mltodo en perticular o alguna (e) perte (e) de 

elloe •• puede hecer to•endo en cuente l•• reepueetee • lee eiguientee 
pregunteaa 

l.- ¿Con qui tipo,de ••terie prime •• cuente? 
Po1ibilidedee1 

e) Donecionee individuales de eengre 

b) Sengre el•ecenede por verioe d1es ante• de le eeperecian del 

ple•••· 
c) Plee•e 
d) Crioprecipitedoe. 

2.- ¿Qui tipo de cancentreda •• d•••e obtener? 

Poaibilided••• 

e) Crioprecipitedaa en bol••• individual~•· 
b) trioprecipidedoe reunido• de variee donecionee, 

e) Concentredoe del factor entihemotllico. 

3.- ¿Con quA pureza •• d•••• obtener el producto? 
Poaibilidedee1 

e) Concentrado• de beje pureza '• 1 • 10 veces (purificaci4n -

con reapecto al plee•a). 

b) Concentrado• d• ••diene pur•z• '• 10 • 100 vecea (puritic .. 

cien can reepecto el ple•••· 
e) Concantredoa de alta pureza &, 100 • 1000 vece• (purifica-­

ci4n con reepacto el ple•••• 
& Cleaiticecien eeg4n Brinkhoue y cola., 1968. 

•·· ¿Qui centidad de producto •• requiere obtener? 
Po1ibilidedea1 

e) Procedi•iantoa e pequefte ••cele. 

b) Procedi•ientoe • gren eecele. 

5.- L Con qui equipo y •etariel•• •• cuente? 

Loe peaos • ••suir eon1 
e) Reviaer pri•eramente que equipo y •eterielea aon ueedaa en• 

loa procadiMientoa. 



b) Con qui equipo y materiales se cuente ? 

~) Adquirir el equipo y materiales faltantes 

6.- ¿Qui uso se le quiere dar al concentrado? 

Posibilidades1 

a) Uso cl!nico 

b) Uso no cl!nico (Invastigaci6n) 

7.- ¿Cu&i es el costo de manufacture del producto deseado? 
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Una vez contestadas todas y ceda una de les preguntes antes mencionadas, 

la clocci6n del o los metodos o parte de ellos y sus posibles combinacio­

nes se facilitarA. 

En el cuadro No.lI se observan los 7 puntos a cubrir para la elecci6n_ 

del mAtocio, relacionando Asto~ con les t!cnicas mencionadas en la parte -

medular del presente trabajo. Esto con la finalidad de facilitar la rApi­

da y fAcil elp.ccien del rnAtodo mAs conveniente a cada interAs particular. 



(a J (b) 

A-1 /J-4 
A-3 

(o) (d) (a) (b) 

A-2 8-1 A-1 A-2 
A-4 /J-2 A-J 
8-3 A- 4 
8-5 
8-6 
8-7 
8-8 

A-1 125 U/bol~~ 
A-3 89;7 U/Q~io 

(o) 

B-4 
B-1 
8-2 
8~3 
8-s 
8-6 
8-? 
8-8 

A-4 129; 1 U/bolsa 

(a) 

B-4 
• 

e u A D R o No. I I 

é'LE'CCION DEL ME'TODO 

(}.,} (o) (a) 

/J-4 B-1 A-1 8-4 
A-2 8-2 A-3 A-2 
8-5 B-3 A-4 8-1 
8-G 8-2 8-5 
8-7 8-.~ 1 8-6 
/1~8 9.5:: 8-_7 

8-6-- 8-8 

(a) 

A-1 
B-4 
A-2 
A-3 
A-4 
B-1' 
8~3 
B-5 
B-6 
B.;.7 -

-~-,-8::;9'---

(b) 

B-2 

... 
111 
111 
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E. TRATAMIENT¡) 

Desde hace muchos ª"ºª se viene usando provechosamente los productos sa~ 

guineos humanos pera el tratamiento de diversas afecciones hemorrlgicas. 

El empleo de sangre entera a plasma fre~co tiene limitaciones ~ue obede­

cen e su escasa eficiencia, su volumen y su precio el2vado, pera al ha-­

cerse disponibles laa preparacione~ a base de factores de lo coegulaci6n 

se han desarrollado m!todos mis efectivos para el tratamiento de la hem2 

filia A (U,M,S,, Ginebra 1982; Triginar J, y cols,, 1979). 

A continuaci6n presento una revisi6n de los productos comunmente usa-­

dos en el tratamiento de la hemofilia A, 

La sangre fresca, cuyas ventajas en su administreci6n son: una hamo~ 

tasia mejor, dado que se administran hematies y pla~uetas; r&cil y 2 

bligeda administraci6n para la reposicien del volumen en la hemorra­

<Jie si t!~ita se ha producida (O.M.S., C1inobr1 195?¡ Urbar.iek S,J,, --

1977). Como desventajesa nP.ceRided de donantes compatibles, ries~o­

cc sensibili:eciones, peligro dH ~obrecarga circulatoria, inyecci6n_ 

inn~cesaria de otros componcnt13, baja conccntraci6n de factor VIII_ 

y transmisi!n de nnfermedcdes (O.~.s., Ginebra 19E?¡ Urbaniek S,J,,_ 

19771 Triginer J, y cols., 19791 Leevell s.s. y Thorup 0,5,, 1978), 

El pl~sma, cu~as ventajas son: rapidez de obtenci6n en estado conge­

lado, menor dependencia del 9rupaje (O,!·i,S,, Ginebra 19Bn, Inconvt 

nientesa peligro por ~obrecarge circulatoria, p!rdide do actividad -

curante la separecian, inyccci5n innecesaria de otras fracciones, -­

concentracian baj~ del factor VIII, reacciones alftrsicae y transmi•• 

ai6n de cnformpdedes (O,M.S,, Ginebra 19821 Rizza C,R,, 19771 Lea--­

vell B,S, y Thorup O,A,, 1970; Kesper C,K,, 1975), 

Lo~ crioprecipitados y les conc~rlrn~os del factor VIII son ambas 4ti• 

le9 para le tercnie d~ su~tituci4n en enf~rmoP de hemofilia A (O.M.S., • 

Ginebra, 19821 Burk• E.R., 1975), 

Los crioprecipi\ados contienen adamls del factor VIII, factores de -

Von Willobrand y fibrin~gono en cantidades suficientas para campen-­

ser su enrancia. Por otro lado, ol factor VIII ue puede emplear para 

detener hemcrr&Qia~ rn personae con enfermedad de Ven ~illebrend o -

insuficinnte fibrin!~eno pl,.>JmAtico 10.~:.:;,, Ginebra, 19D?), 
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Si bien los crioprecipitedos se aplicen en cantidades mayores y se -

requiere m!G tiempo para prepararlos y administrar las infusiones, -

que en el caso de los concentrados, su rencimiento (30 - 45 ~) y me­

nor costo de elaboracidn son ventajosos (O,M.S,, Ginebra, 1982), 

En la actualidad el crioprecipitado se usa fundamentalmente en el 

tratamiento ·de pequeMos accidentes hemorrAgicos, hemartrosis, hemat2 

mas musculares, tambifn punden ser usados en la terapia en casa ---­

(Pool J.G, en Erinkhous, 1975), etc., mientras que para la pr!ctica_ 

cirug!a, en que sa deber!n utili:ar dosis del ordnn de S,000 a 6,000 

unidades diarias, el volumen de crioprecipitmdos ser!a excesivo y se 

prnfiere e~ uso de concentrados de factor VIII (O,M,S,, Gineb:a 1902; 
Tri~iner J, y cols., 1979), Desventajas; reacciones al!rgicas, r,ran 

cantiJad de ma~erial. incompatible (ASO) que puede causar hem6lisis -

(ú,i·\,5,, Ginl'lbr~, 1982;. Urbaniak 5,J,, 1977). 

Los concentrados de factor VI 1 I sumamente purificados de que se dis­

pon<i de~de; h~~e ~AS daHO aíloi: reunen las cuaÚdadoa siguiente~: su_ 
.' .. ·.. --:;·. '··.·:: '·:··· .-·:::·,:,: _.'· ' 

;ict.ividad :•es conocida;~:solo nccesi~an vol.(i:icnes pequoMosÍ:!él!quidoG 

p ,ra r~2onstitliirlos: :i prira')ograr su· ecci6rí t orap!utica, su al to -­

gr11rJo do p~r~za' puod~'''.psfar a'soci~do con una .incidencia meno~ e les_ 

:r;acciones ~ecundari~s ~~mcd.i.~h~- (Efectos anafiloides .º feb,riles a­

dcmAs cJ~ .tiansÍnisien :cié agentes in facciosos) 1. son de · fAcil almacena-
.. -,.. - ' ' -~:~ .• ~·, "·' ·," "~ · ''· ' __ ·, ···'- '"·"·-- ·-- --~. _ "~e -'-- ·· --~--·--'--·'---'-----;;---,~~-_e --- ---

rninn tO, ·"'niañipulncf~~Py"'éa.ám'irii's tr't~fe'~¡- p; :mi ti o nao . 111 •· pacieri té ·• t ra--

~ :: :: e~·~ ::f :f t~~~~:~t~·~rf i1~t~•··.•i!~·?:~~ r:'; ··.·~·~::u it: :·~::~t-~~r;~~;:· ~~ i~~ 
en el t~at"~i;il~~t~ df p.iciontés ,cánipr~síincia;de'inhibiBores\d~l. fac-

T
t ohrorvu PI r.u·~.•·.;·.·A·.~º.7 •••... t •. :·.·.11:~ .. ·.··.·7'. .•• o';.);.'·G··· ... ·u~ .. 'r'.··eº ••....• ~.······r"· .• ·.~i .•. ·a···k·.·.1·95,· ... ª.····J? ... ·.; •. l'. ª1:' s9· .... ··P.·7·.•.ª7·.'.·.: •• ".·.· ... •., Í:' K '. ; , J.9fs 1 • 'i.J~V~ir ri' s' Y -

1 , :irin~t1~u~'k~ r.j;/191s;· Levina 
'',. > ..... ~ · . · · · · . _ -, .- .. : ._ ·; · .. <,.~:-~.~f/~:-;;;.~_:·"::;.,....."'~;:.,.,.~_,,.,J.~·,.,~·~'":'·:':'""'o·':' 

r .11., y,.cols. ,• l 97:t; Shenbrom. e:."'!;' ccirá; ,' 197l'i '¡;ebsterc.\l•f'., 1 ': 1965 ;_ 

'.':rinl;ho~o ¡:i,r.;,. '~ col s.> 196C). Todas 11.ls vc~{aj~'9\~ri:{;f~'~~~i.~nedas_ 
. •,', .'-···· .. . -- . . ·.- ,- ·< -:.- .. " -.,: -:': . ' .. 

hnccn qua_ lo~ concontra<Jos convengan rn~:. (•Ue fos' criopreCip'ilados Pi\ 

ra ~1 autotrnt;pi;~nto domiciliario. f:o ob!ltantc,'la:~mp\Ítud do su ~ 
so nat.!I lfoit.ada por f actorci> d.:- !ndole ''con6ni~o ,.y', '~ri ~lgÜ~~; ,p~!-

- -' =-' ----· -,.--=----=. -.~ --- ' '.- ·-- ,- .- • 

sns, por rastriccionos a su i~porta~i6n (C.~.S., Ginebra, _1982), Los 

~fnctoo a largo plazo por el uso d~ propnracionen de Factor VIII son1 



161 

estimuleci6n a la creeci6n de ant!genos contra el factor VIII después 

de varias infusiones, transmisi6n de Hepatitis v!rica, hem6lisis deri 

vade de la presencie de isoaglutininas de los grupos sangu!neos, ere~ 

ci6n de inmunoslobulinas antiinmunoglobulines provocado por la inyec­

ci6n repetida de inmunoglobulinas que se encuentran en todas las pre­

paraciones de AHF (O.M.S., Ginebra, 1982; Leevell B.s. y Thorup O.A., 
1978; Drinkhous K.M., 1968; Rizza C.R., 1977; Kesper C.K., 1975), adA 

m5s, del alto costo y bajo rendimientó (Burka E.R., 1975). 

Como se puede observar, los productos de mayor uso por sus caracter!sti 

ces son los crioprecipitados y los concentrados liofilizados de factor 

VIII. 



F. PRUEBAS DE COAGULACION 

Les tAcnicas usadas en los diferentes mAtodos de obtenci6n de factor -

antihemof!lico descritos aqu!, para la determinaci6n d~la-~oncentráci6n 

de factor antihcmof!lico humano se menciona a continuaci6rí: 

Pruebas de Coagulaci6n 

Pool y Robinson, 1959 

Ciggs y cols., 1955 

Langdall y cols._, ,1953 

Proctor y R~pap~rt; _1961 

,• 

M~todos en los que ~e e~ple6 

B-4 

A-3 
B"'.lr B:.02, D"'.3; .- • __ 
n:2-~-- -s~s-~ ~=-n-7 =-~~ ::_;'._'c~--~i-~~':'c:c' 

Un comentario; f•inal es necesario pronunciar cpri ~~sp~,cto a la_ activi--

dad del fa~\ii~~ilúibcB~fJú:c§'.:r!pórtad~:en ;~:os Írl!!todoc.-E~ta de::,cnde -

.:le sran cantidad d!i'~~riabies, ,a mencib~ar entre otras': lim¡:lieza éel m3-

t.erial (bas~~ Lln~ ~a~ti.dad in~ignificanfe c:le JablÍn, detergente o cromato 

psra inhibir>í:driiider~blom~~fe. el meca~~~m() de coac;ulaci6rr)' ó!Jtenci6n y 

prep11raci6n ds í.~ .~IJ~stra (es es6encial ~Jitar la con taminad6n acciden-,, . . '. - -,, . -- -- , 

tal de la muestra con,su~;.tancias gu~ n~ eXi.sta., ~" el pl 1r,:~n; ._ ir.hibiI ~ 
ficazmente_ el/mecanismo_ ~eco~ 9u1~dlin Yc~n-ser~•tr en ,forir1a- adecuada io~ 
factores UbilesÍ, la inter~retaci6n'de l!!:·1~cturá del punto .ffoál, li.? -

temperatura.d_13 alm;cenamient~.del p~~s~~-nor~el _o_·.·_substrato, los ;e_acti­

vos y las t~cni~~; d~f~;-;~{;tc'q~á s~=n~tt'.iiffrcra"~'"(Ma~ual~Hyland sobre -­

Pruebas de Coagulaci6n; KÍ.rk~1~6d'-r.n.L'} cols.¡ 1977; El8éLS. y cols., 

1978). 





e o N e L u s Q N E S 

El trabajo que aqul concluye tituledo Revisi6n Bibliogr6fice de los 

M8todos de Obtencien del Factor Antihemofllico,presenta 4 diferentes -­

técnica• para crioprecipitedos ( A-1 e A-4 y B para concentrados de -

factor VIII humano ( B-1 a B-B ),enfocados e le actividad coegulante.-­

Siendo las primeras t8cnica• de los e"os 1975 1 1966 y les Oltimas de los 

ª"ºs 196J,198l pera crioprecipitados y concentrados respectivamente.Con 

lo antes •encionedo,se cubre el objetivo primario de le presente tesis, 

En el primer cspltulo,Generalidades,se mencionen dos importantes eco~ 

tecimientos en el tratamiento de le Hemofilia A.El primero,as el descu­

brimiento de que en le He•ofilia A una protelna ( F - VIII ) era defi-­

ciente o no e~iatia en absoluto y que podlu ser reemplazada con sangre 

fresca o plasma.El segundo acontecimiento fue la orgenizaci6n,poco des­

pu6s de la Segunda Guerra Mundial,da los servicios de transfusi6n de 

sangre.Investigaciones posteriores encontraran que al factor VIII se di 

saciaba en unA fracción de bajo peso molecular,que conservaba la activi 

dad coagulante,y otra de alto peso molecular,que era portadora de les -

actividades del ant!geno relacionado al factor VIII y el factor de Von­

WilleLrand,E~isten grandes controversias acerca de las relaciones que -

guardan estas tres entid~des entre sl,algunos autores consideran que -­

son t~es aspectos funcionales de una misma mol8cula,mientras que otros 

creen que se treta de tres mclAculas distintas y para los restantes se 

trata de un complejo molecular.Tampoco existe un acuerdo general respe~ 

to al peso molecular del factor VIII ( actividad coagulante ),encontra~ 

doae qu~ var!e entre 100,000 y J65,000 • 

En el segundo cap!tulo,M6todas de Ob\enci6n del Factor VIII,se prese~ 

tan separadamente les t8cnicas pera le obtencien de crioprecipitados y 

concentrados de factor VIII.Para los primeros se suele utilizar como m~ 

teria prima donaciones simples de sangre.Se pueden utilizar los criopr~ 

eipitacos individuales a reunirse para aumentar le cantidad de unidede• 

administradas.Se he encontr1do qu1 entre otros factore• 1 los siguiente•, 

incrementen el rendimiento y le pureza del productoaal uso de plasma -­

rreaco,la recolecci6n del plaa•• en CPD como enticoegulante,el desconQ~ 

la•iento rApido y la adicidn de PEG.AdemAs,los cricprecipitedo1 deriva-
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dos del grupo sangu!neo •A" contienen mAs actividad de factor VIII que 

los del grupo "D".Por lo que respecta a loe concentrados,las materias -

primes que se suelen utilizar son los crioprecipitedos o directamente 

el plasma.Las etapas claves o recomendaciones de cada método son presen 

tedas en el Cuadro No. I • 

En la secci6n,Discusi6n General,se presentan los objetivos individua­

les, un resu~en de las técnicas y los resultados mAs relevantes.Haciendo 

~nfasis en las etapas claves o recomendaciones anotadas en el Cuadro -­

No. I ,las cuales san el resultado del enAlisis de cada método y pueden 

ser tomadas en cuenta,entre otros casos,püra enriquecer le metodolog!a 

de al;una técnica en particular o para dise~er nuevos procesos.Como un 

segundo resultado colateral al objetivo primario de esta tesis y apoya­

do en los comentarios presentados en la parte de Rc~ultados y Tratamien 

to,es factible concluir que todas y cada una de las técnicas presenta-­

das son de utilidad pr4ctica y que la elecci6n de alguna de elles depen 

derA bAsicamente da lo que se desee o de lo que se dispon;a.Con el pro­

p6si to de facilitar la répide elecci6n del método que más convenga a c~ 

de interes en particular,diseMA el Cuadro No. II,el cual est~ estructu­

rado en base a la respuesta a siete preguntas b~sices,las cuales se pr~ 

1entan an le secci6n correspondiente,relacionadae ~stes con las técni-­

caa mencionada• en le parte medular de este trabaja. 





167 

Abildgeerd C.f.,et al.1Treatment of Hemophilia with Glycine-Precipita-­

ted Factor VIII.New Eng. J. Med. 2751471-475 (1966). 

Austen D.E.G.1E1tructura y funci6n de loe Factores VIII y IX,pp.Jl/54,­

en Rizza C.R.1Cl1nica Hematol6gica (1980). 

Biggs R.,et el.1The Aseey of Antihemophilic-Globulin Activity.Br. J. -­
Haemet. 1120 (1955). 

Brinkhous K.M.1Development and Present Status of Concentrate Therspy -­

for Hemophilia and von Willebrand's Disease.Wien. Klin. ~ochenschrifi 

191509-514 (1982). 

Drinkhous K.M. snd Hemker H.C.1Handbook of Hemophilia,pp. 475/492,E~ce& 

pta Medica,Amsterdam,American Elsevier Publishing Compa~y 1975. 

Drinkhous K.M.,et al.1A High Potency Glycine-Precipitatsd Anthihemophi­

lic Factor Concentrate,Use in Hemophilia With lnhibitors.Blood the -­

Journal of Hematology. 301855 (1967). 

Srinkhous K.M.,et al.1A New High-Potency Glycine-Precipitated Antihemo­

philic factor (AHF) Concentrete.JAMA 205167 (1968), 

Burka E.R.,et al.1A Protocol far Cryoprecipitate Production.Tran1fusion 

151107 (1975). 

Burka E.R.,et el.1Th1 Unsuitability of Outdate Blood for Making Ther•·• 

pautically lffective Cryoprecipitate.Trensfusion 131412 (1973), 

Chavin S.I.1Factor Vlll1Structure and Function in Blood Clotting,Ameri­

can Journal of Hematology 161297 11964), 

Cchn E.J.,et al.IA Systom far Separation of the Componente of Human ·-­

Blood,Quantitative Procedures for the 5eparstion of the Protein Com-­

ponents of Human Plasma.J. Am.Che~. Soc. 721465 (1950). 



161 
Davie E.W. and fujikawa K.1Basic Mechaniems in Blood Coegulation,Ann.-­

Rev, Biochem, 441799 (1975), 

Eledi S.,et al 1Some Sources of Error in the One-Stage Assay of factor 

VIII.Hemostaeis 711 (1978). 

Gorman J,J, and Ekert H.1Studies on the Structure and Subunit Composi-­

tion of Human Antihaemophilic factor, Trombosis Research 121341 (1978) 

Guneon H,H.1Variables Involved in Cryoprecipitate Production and,their 

on Factor VIII Activity.British Journel of Haemetology 431287 ll979), 

Hershgold E,J,1Properties of Factor VIII (Antihemophilic fector)~Prog, 

Hemostasis Thromb, 2199 (1974). 

Hershgold ~.J,,et el 1The Potent Antihemophilic Globuli~ Concentrate D~ 

rived from a Cold Insoluble fraction of Human Plasme:Cherecterizetion 

and Further Data on Preparation and Clinical Trial.J, Lab, Clin, Med, 

67123 (1966). 

Horowitz B.,et al 1Preperation of "ntihemophilic factor and fibronectin 

from Humen Plasme Cryoprecipitate.Transfusion 241357 (l9B4). 

Ingram G.I.C.1The History of Haemophilia.J. Clin. Pathology 2913 (1976) 

Jackson C.M.1Blood Coegulation,Ann. Rev. Bioehem. 491765 (1980). 

James H.L. and wickerheuser M,1Development of Large-Scale frectionetion 

~:ethods. Voi< Seng. 231402 (1972). 

Johneon A.J.,~t al 1Preperation of snd Clinical Experience with ~ntihe­

mophilie F!ctor Concentrates,35149 (1968). 

Johnson A,J,,et al 1Enhaneed Yield of Antihemophilie factor and ven Wi­

llobrond rector by Cryoprecipitation with Polyethylene Glycol.Vox 

Song. J6172 (1979), 



169 
Johnson A.J.,et al :Preperation fo the Mejor Plas•e frectione by Solid-

Phe1e Polyelectrolytes.J. Lab. Clin. Med. 921194 (1978). 

Johnson A.J.,et el 1T~o Large-Scale Procedures far Purification of Hu-­

man Antihemophilic factor (AHf).Blood J. Hemetology 2811011 (1966). 

Janes P.,Hernofilia,Cuadernos de Documentaci6n del SEílEM,Madrid 1978. 

Kasper C.K .. 1Hemetolo9ic Care,in Boone D.C. (Editor)aComprehcnsive Mana­

gement of Hemophilia,Los Angeles California 1975. 

Kirkwood T.B.L.,et al 1ldentification of Sourcea of lnter-Laboratory -­

Variation in factor Vlll Assay.British Journal of Haematology 371559 

(1977). 

Langdell R.D.,et al 1Effect of Antihemophilic factor on One-Stage Clo-­

tting Tests,J. Lab, Clin, Med. 411637 (1953). 

Leavell B.S. y Thorup O.A.,Hematologla Cl!nica,Editorialalnteramericana 

Cuarta EdiciOn,pp.514-671,1976. 

Legaz M.E.,et al 1lsolation and Characterization of Human factor Vlll • 

(Antihemophilic factor ).Journal of Biological Chemistry 24613946 --­

(1973). 

Levine P.H. and Britten A.f.H,1A Study of 45 Petienta with Hemophilia A 

and B.Ann. of lnternal Medicine 781195 (1973)0 

Liu D.T.H.,et el 1An lmproved Nathod for the Preparetion of lntermedie­

te-Purity Antihemophilic factor Concentrete far Therapeutic Ueege,Vox 

Sen. 381216 (1960). 

Lopaciuk S,,et el 1Separation of Human ~ntihemophilic factor (AHf,íac-­

tor VIII) from fibrinogen by Mean• ar Defibr1se.foli• Haamatol 1021 -

671 (1975). 



170 
Lowe G.D.o. and Forbe~ C.D.1Las Alteraciones Cang!nitaa de la Coagula--

ci6n y el Diegn6stico en el Laboratorio,pp. 02/99,en Rizze C.R.1Cl!-­

nice Hematol69ice (1980). 

Management of the Hemophilies A System for Home Treatment,Jeanty L. and 

Vraker R.A. (Edta},Scandinavian Journal of Haematology supplementum -

No, 31 (1976). 

Manual Hylend Sobre Pruebas de Coagulaci6n,Hyland Laboratories. 

Merqu6o G. f'., / coi s.: Artropath Hematol6;ica Fisiopatol6gica i Trata-­

miento. Editá Travenol S. A., Valencia 1961. 
', . -

r:ason E. c. 1 Tna\~~5~~horhr!ic'h1;~'01Íetfºr 1'~oc1JC:tion·'. llf~c;y.dpr;~ipitate Con­
centra te Of'Fa~~·a~ vii1;'T~'e,'•La~~·~i;' ii1Ú{'(i9,T8)~·· ¿ .> 

\~-z \-:D!::,:_.'.~ .-:>/-· _\·,_· .. :: :,,:· -·-- _,t·:'-.:~:. \ < --~ :"~:·_·-_ ~·<"\::--_:'.- -· 
- ~--'·:<: :·--:-',~:;;_~_._;~· .. ,·_;._:=~·,._~,''· -,·---,:-¡>:-:.;;;¿,,_~,;·.-·· ···--· .. . - ' . . 

:,i:~~:o:: T~:~:fj~itJ~;~~f~~·~~~f~~~~.t~.jf.·SMt;f~t~'~f.~~ i;~;~~2~.~=t .of Hemaphi-
: é'Y> ). , : : ~ ;; /' '• ,é ~ .. _{¿:;: 

:;e1·1man J. et ·a: l:l:l~:~~:¡s ~:;:~,~~={J;~::~tÍ~~;~~~-:
0

nically • ~;,':~tiv~ In--

termediata ancf Hlgh .. P~rúy' r~~t.~·~:vú1 Concentrate~.British Journal -
of Haemat~log~·~¿.J.'lfl¡19"fí1 .~L~j;i-:,~;o , . 

LrganizaciOn Mundial de la Salud1Toma,Fracciona~iento,InspecciOn de Ca­

lidad y Usos da la Sangre y los Productos Sengu!neos:lndicaciones y -

Contraindicaciones del Uso de Concentrados de factores de la Coagula­

ci~n.pp. 36/49 Ginebra 1962, 

Polnon A •• at al :The Fractionation of Protein ~ixtures by Linear Poly-­

morz of High l·lol~c:ular~Weii:;ht, [liochimica et Biophysica Ach 62:463 

ll96·1l. 

Pool J.G. end Robi~}~n '.J;;A~11~/ of Plasma Antihaemophilic Globulin (AHG) 

Uri ti11h J~ur~~i·~r íra~~~t.~lclo~:; = 111 ( 1959 ). 



171 

Pool J.G.1Cryoprecipitete1its Preparetion end Clinical Use.in Brinkhoue 

K.M. and Hcmker H.C.sHadbook of Hemophilia,pp.467/492 (1975). 

Poon M.C. end Retnoff O.D.sEvidence thet functional Subunits of Antihe­

mophilic factor (factor VIII) are Linked by Nancavelent Bonds.Blaad -

46187 (1976). 

Proctor R.R. and Rapaport S.l.1The Partial Thramboplestin Time with Ke~ 

lin.Am. J. Clin. Pathalogy 361212 (1961). 

Rizza C.R.1Clinical Menagement af Heemophilia.Br. Med. Buif '.33;?2s' 
(1977). 

Roche E. y cols.1 Sin tesis, Bioqu!mica y Estructura m~iec;ulai;'deLfactar 
VI l l. San gr e 2 31 64 2 ( 19 78) • --· ,__ "··- · L'.-i/:~,-; ·~.~(-~-~~:::-~ _;_:~t~f~(:~ .- ~-' 1 

/,~~<---~:~_-'. ~-.:-_\::';- >:•_.: .)_.;: ': -·-

'·': .. X ... :-\·~:·_._:,:·.::.~: <·.;·'.;:·y_~:_--t '.~:;~:;;'~'.:., 

Sgauris J. T. and Wickerhauser M. 'Use aJ~Ero~e~{ C:¿)C!P~,ac:}~i~at~ far .. the 

carlc1'rl}ra·~e ~rr'an's{u5ian'.:,~ 3;)99 
... --~-'- • • ~-·.'_'~-~-~:/~:~.-¡~~' o··'';-~-+,.~:~-~- ';~ 2>-

Preparation af Clinical factor VIII 

•' ·;. ",_,{ :. .__;,:,·· ,;.·-,:~-- .¡;~1:; . . :. >'" ,-_ 

~i~:!~·::;.. ;.,_. -·.:. ;_<:· .-. : "-·~:.~:>·,. ... -. ., 
(1973). 

\ .:-::? ::~ ::: :- '. ·::· ,-,.: ·:~-.' : . -·. -: .- ·. :. .·· ~- .. 

Shanbrom E.et al 1Madern Traatment af Hemaphilia wÚh a f>~h~t1New AHf 

Cancentrate.Bibliatheca Haematolagica,No. 36 PP• 854/860 (1971). 

Shapiro s.S.1The Immunalogic Character of Acquired Inhibitors af Anti-­

hemaphilic Globulin (rector VIII) and the Kinetics af their lnterac­

tion with factor VIII.Journal of Clinicel Investigation 461147 (1967) 

Slichtar S.J.,et al 1Preparation of Cryoprecipitated Factor VIII Concea 

trates.Tranafusian 161616 (1976). 

Smith J.K.,et al 1A Factor VIII Concentrate of Intermediate Purity and 

Highar Potency,Transfuaion 191299 (1979). 

Stavridis J.C. and Varias N.J.1The Role af Ca in •Activatian•of f-VIII 

Molecula.Thrambosis Resaarch 151699 (1979). 



172 

Switzer M.E.P.,et al :Is There e Precursive,Relatively Procoagulant­

lnactive f'orm of Normal Antihemophilic factor (factor VIlI)?.Blnod 

54:916 (1979). 

Thomas K.B.,et al :fast Migrating Protein,Immunochemically Related to -

Human Factor VIII,Studied by Crossed lmmunoelectrophoresis in Agarose 

British Journal of Haematology 541221 (1983). 

Tomasulo P.A.,et al :Preselection of Donors to lmp:rove the Qual1ty af -

tryaprecipitate.Amcrican Journal of Heinatology 8:191 (1960)~'. ' 
,:·.~·<:.\·~.-

Triginer J, ,et al 1T!cnicas de Obtenci6n de Factor AntihemofÜico VIII 

y IX y su~ A~ii.ba~iones Cl1nicas,Sangre 24:937 (l979)~'cy'·",~:'#;~ 

Urbaniak s:J.>al1J·i~sh JóD.1Blood Repbcement Ther·~P);;B~>~e~frB~l~ 
331273 (l.9r7):i~_;j¡:; ·L•· . . ; -c~é :;::;réiA;; '.I;~'.1;c,: •.• 

~;---·~~~~~:-_:~:;_:;:<=,_'-"o-o :"-"'¡--_- ---_--- ,' _· :.' -~. :'.,"; }.~:·-;/ ~~:-~:~·~{ :~=::_?~-/: .-:; 
·<_-. -¿:-::· >.-.. ~;{::. :;,; _-'.':~'.··::>. ~'.~~D_,-:· • 

Vermeer c •• ~-t ai'::icdnt~ib~'tiorís to. the Opti~~i u~~ ~f,;H~~'~ :al.óod! Vox -
Sang, 31:55 <Í9."'7s)':~~,.· - _,._ ,.:, .... ,.,\··.".',:-.--· .... · ... :. ,_._ .. : .•. _ •... -"·. 

e <2\:0/.~o''\' ~" 

Wagner R.H. ,et al :Purification of' Antihemophilic factrir~21f:'~ttÜr VHil­

by 4\mino Acid Precipitation. Thromb. Dieth. Haemarrh~ ll;~(.fi964)ó 

~agner R, H. 0 et al :Glycine-Precipi tated An tihemophilic]_actor_C?n~.elltrti, 

tes and Their Clinical Use.Thromb. Diath. Haemorrh. JS14l (l96Bl~ ~ 

Webster w.P.,et al 1Clinical Use af a Uew Glycine-Precipitated Antihema 

philic rraction.Amer. J. Med. Sci. 250:643 (1965). 

We~sley R.T. and Snape T.J.:Preparation of lmproved Cryaprecipitated 

Factor VIII Concentrate.va~ Seng. 381222 (19eo). 

Wickerhauser M.:Preparation af Antihemophilic ractor from Indated Pla9• 

ma.Trensfusion 161345 (1976). 



173 

Wickerheuser M.,et al 1Development of Large-Scele Fractianation Methods 

Vox, Sang. JSilS (197B)J 

end Febiger (Edts.),Seventh 


	Portada
	Índice General
	Prefacio
	Introducción
	Capítulo I. Generalidades
	Capítulo II. Métodos de Obtención del Factor VIII
	Discusión General
	Conclusiones
	Bibliografía



