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I-INTRODUCCI1ION




La globulina antihemofifilica (GAH) tiene gran interés en -
patologfa humana porque su def1c1enc1a causa el” 67 4% ‘de: las -
enfermedades hereditarias de',la coagulac;dn (1) La‘enferme-
dad hemorrigica determznada por. esta’ ~on ‘
como hemofllla "A":F : o

Vfiii en éam-
bio, los pac1entes con'hemofllla
bien activida ;
fraccidén proco gula
altos de pro;ejna

La héﬁdfiiia—fue probablemente la . primera enfermedad hemo-
rrigica de que se tuvo noticiaj; sin. embargo el estudxo de’ 'su pa-
togenia ha tenido un desarrollo gradual 'y aﬁn en la’ actualldad



la purificacién y el estudio de la estructura y funcién de la GAH

presenta serios problemas debido a lo szgulente (9].7
1) La 1nestab111dad de 1a act1v1dad ptocoagulante de esta

protefna.
2}

3)

ha resultado de gran
como cr10prec1p1tad X
te que la fraccién ‘), permlte recuperar SOo» .
tividad de la GAH pres en. el plasma original (12);, y ‘debido a
la sencillez técnlca del précedlmlento de su preparaclén constltu-
ye un recurso que 1ncre' ta de manera significativa-la disponibili
dad del factor VIII paia ei tratamiento de los pacientes hemofill-

cos.

Aproximadamente al mismo tiempo se desarrollaron métodos para pre-
parar ‘concentrados de GAH utilizando como agentes precipitantes --
aminodcidos alifiticos, en especial beta-alanina y glicina (5).
Estudios posteriores demostraron que la beta-alanina tiene efectos
colaterales adversos cuando es administrada intravenosamente (16),
por lo cuval se eligi6 la glicina como agente precipitante en la -
preparacién de los concentrados de GAH para su uso clfnico. Inicial



glicina se prepara
el'métddo se modi-
1n1c1al (14). A -
1 1na de;alta

mente los concentrados de GAH precipitados con
ban a partir de plasma fresco'.y poster;ormente
ficé ut111zando cr10prec1p1tados como mater1al

de laborator o,
contra,}a GA

) Lnfqb
desarrollio de.m




II. FUNDAMENTO




Las reacciones inmunongicaS.soh altamente especificas y-
permiten ademis obtener un qrado satisfactorios.de sensibi--
lidad y .. reproduc1b111dad en los proced1m1entos "in vitro™ --
de que dlsponemos en la actua11dad ‘de’ tal’ ‘manera que pueden
utxllzarse venta;osnmente para 1dent1f1cac16n v cuant1f1cq—-

cién de proteinas y otrqs mucromoleculaq. L

En el caso de 1las protexnns procoagulantes, el ifactor i~=x
VIIT llamado también globulina antihemofilica: es: ‘de’. gran din--
terés en la natologia de 1la coagulaulon ya.que, es ‘el factor-
ex1ste en cnntzdades

deficiente.en 1a hemofil fa TTA';

queciias en el plasma  y los. método
tarlo  aunquce '‘bastante ESpELTflgOS
a sensibilidad y reprodug1b111dad

son deflClentes en cuanto
aparte de set. mﬁs Iaborlo

305,

ra desarrollat un’m

un protogolo pdrn,
jos contra’la ;
la determlnacién“-

El‘trabajo se.
parte consiste. en
mente pur;ExcndO“en Iq soqunda parte
lizar a un lote de coneJos con- el pur1f_cndo de GAH Jpara de-
terminar después la respuesta anun016~1c por metodos de in
munoprecipitacién, inmunodifusidn e 1nmunpe1cctrofore§15.

e procedcta a scns1b1




ITI - M ATERIAL Y METODOS




A)

Equipo utilizado

1}

2)

5y

6)

7)

12)
13)

14)

Centrifuga refr:.qerada con cabezal de 25 ¢cm de rad:o.

Mechero de Bunsen.

;con_yn An




15)

16)

17).

18)

19)7

20)

21)5'
22)

23)f
24) -

25)
26)
27);

28)

29)

30)
31)

32)

Tripie con tela de asbesto.

Matraces Erlenmeyer de v;drlo con cap§cidad de 100,

500y 1000 ml.

Agujés desechables del nGmero 18,

10 y ZO ml.

20,

21,

22 y 26.

200,



Brocha de § cm. de ancho.-

53)
34)  Hoja de bisturi del ndmero 15.
35) Hojas de papel “ltto‘Wﬁatmahdnﬁmero 1.

B)

7).

8) - Co

9)

10)

11) Réaétiyo‘paja iiempp d
acuoso de . polvo de.‘cereb

10
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12) Reactivo para tiempo de tromboplastina parciai (extrac-
to cloroférmlco de polvo de cerebro de conejo). o

13} Reactivo’ de fenol'rol1n Clocalteu_para determ1nacx6n_de.»

proteinés

1) Oialhtq‘de sodio (polvo)



12) Sulfato de bario (cristalino)
13) Sulfato de cobre (cristalino)

14) Tartiaiafdévébdibfynhgﬁééia tqristh;ind)




<)

Material biolbgico

En las técnicas que se listan a continuacibn, la centri

fugacidén se efectud a 2900 G per 15 minutos a menos que se-

indique lo contrario.

1)

2)

"3y

4)

5tr fug6 y se separé el suero,

Acubacx&n de 4 horas se hizo con el prop651t

Sangre para crxoprec1p1tados-- La sangre se obtuvo de
5 donadores altruistas clinicamente sanos, dlcha‘
gre se recolecto en bolsas de_ p15$t1C0 doblesfla

les estan constituidas por una; bolsa'con capaci {:
500 ml que: cont1ene 75 .ml de ACD (dextf
cido ¢ftrico 0.8 g, c1trato tr156d1c :
tilada c.b. p.‘lOO mi) | y unpa: bolsa piloto. para, separar‘

el plasma.

a del inciso anterior se

t1var ‘los residuos de trombina en el: suero)

Plaqpetas para prucbas de coagulacxén.—'Se recolecta-
la cual se: centr1 ug&—

ron 40 ml de sangre citratada,
a 320 G por 20 minutos; el plasma sobrenadant
pard y se centrifugd a 2900 G por 1S m1nutos :
brenadante se¢ separd y el precipitado obten;do se lavé

El 86 -~
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tres veces con dextrosa- al 5%, y se diluySé con esta
misma soluc16n a .un tercxo de su volﬁmen 1n1c1al

Plasma normal ‘humano (PVh

n6geno. Esta prqp:cdﬂ_
cipiten después de'd
descongelamiento lento
El procedimiento.se hi

Se colectaron'51u§ida
se centrifugaron por. 20'm
vas6é a las bolsas piloto:las cuales

dujeron a una mezcla de hiqlo seco yralcoho eiflxco, lo';
tura ‘de -v0" C,para efectuar

cual permite tener una tempe



E)

una congelacibn ripida.

VPosteriormente se descongeld dicho plasma a. la temperatura

del refrigerador durante 18 horas al cabo de las cuales se
obtuvo un precipitado que fue separado por. medio de‘cehtri
fugacién. Se trasvasé la mayor parte del plasma. sobrenadan
te a otra bolsa de plistxco. E1 cr10prec1p1tadq se. resus-—

pendib6 en

Esta suspencz&n se ho

gua, dest1lada.

inas (19). :
de nlumlnlo a:razdn de 0.01 mg por- ‘cada’ mg de protei
agitd manualmente durante -§ minutos,: se: centr fugo_

minutos 'y se separd el sobrenadante II, 'el cua

horas; pasado este tiempo se observé: la formac15n
precipitado, el cual fue descartado por ce
dando el sobrenadante IIT. Este sobrenad nte B
o°c ¥ odio, se-
ajustd el pH h 7. 0 con hidréxido de sod1 Ny ambos-pa
rimetros (pH y temperatura) se mantuvieron constantes en -
todo cl subsecuente procedlmlento de ad1c16n de la glicinaj;




el aminodcido se aiiadidé lentamente y con agitacién conti-
nua hasta completar 2.2 moles por. litro de extracto: des-
pPués de que se'disolvis ‘completamente la glicina se dejd
reposar a; 1a temperatura del: refrigerador por 7 ‘horas, :1lo
cual fue seguido: de centr:fugac16n por IS mlnutoS' el so-?

CONDICIONES PARA:LA: PRECIPITACIONID

Agente AT G G
precipitante |- pH: L temperatura
Glicina =~ 7.0 ¢

F)

G)

Determinacitn de la act
trado de GAH precipitad

cr10prec1p1tndo.-,ﬁ
tromboplastina: para: X
VIII en el CGAH -PG - r 3 c;p;gado (20)

tiras, de acetato d
de 5 mA, amort;guador de barbltal 56d1co, pH 8 6
(21), en-un lapso de 40, m1nuto~. P1sando este tlcmpo 1a -



H)

tira se retirs del aparato de electroforesis y se sumergid
en una soluc15n colorante .de . rOJo Ponceau por 10 m1nutos,
después.'la tlra se pasG por 3 rec1p1entes que contenian una
solucién de 5c1do acét1co al 5% para qultar el exceso de co

lorante.

Qu1ck (22),
a flbrlna seguidof

nas con.el’ react1vo de fenol

17



GRE

fdescartar)
Sanpgre recien extraflda

(5 unidades de 500 ml)

Centrifugar

flasma

vCoﬁkeia} nl-?O'C

Desconuclar. entre
° 18 horas

CUADRO. I
Diagrama de . flujo de 1a ﬁurificaci n
de factoy VITI con gmlicinai.;

obrénadaa.
(qesgarxar)

itado
(dcscaf:lr)

Precibitado

Sobreygafante It .
) ' o . (descartar)

reposar entre-2-R°C 'x 24 horas

Centrifugar

Sobrenadante ITI Preciniitado

Ui (deseartar)
nfriar & 0°C + Q.5° C . adi T
gRlicina 2,2 moTes/litro. de, extrncto
reposar 7 horas entre 2-8°

Cengri fugar N

Ténadan.
) : (descartar)
esuspender on 20 ml

e solucidn de NaCl a1 0.85%



1) Método para obtener antisuero de conejo contra el CGAH-PG

Se seleccionaron conejos con._las caracteristicas sefia
ladas en material biolégico.y se llevo a: bo el siguien-
te esquema. . de, xnmunxzacxén de acuerd .a-un f;écnica.pre--
viamente descrit : < . S :

“Via de
‘Administracién

fSubcuéénea

ler dia
8 dia "
15 dia Intravenosa
16 dia o
20 dfa AN
22 dfa .
23 dia "

24 dfa



J3

noelectroforesis. ’

Las inyecciones intravenosas se hicieron en las venas mar-
ginales de las orejas® comenzando a 1nyectar por la punta del -

pabelldn aurlcular.

Al térmlno del
los conejos
ron 2 ml de sangre-p isn:
de las, ore és, las muestras sesin ubaron a~ 37" C ﬁor 4 horas
- ente ‘se centrlfugaron por 15~
En 61 suero ‘de” cada ‘muestra ex-

minutos yel: suéro se separ6
traida se 1nvest1g6 resenc1a de ‘anticuerpos contra.las

proteinas- del CGAH-PG por ‘edlo de. una. t&cnica de prec;plta-—
cidén en tubo capllar _los cone;os que dieron:una: respuesta—
posltxva se les efect,o una sangrla de cosecha con lo ‘cual se,
colectaron 25 m1 de’ sangre por punc1on ‘¢ardiaca: de cada’ cone-

jos
mente.

Determ1nac1on de 1a aCthldad 1nmunolog}ca del ant1suero con-

tro por 1nmunod1fu516

CGAH

1) Inmunoprec_pltaczén en--tubo capllar (’a).7 E
el ASC CGAH sec rlfugaron por
nar las particulas en suspen516n que pudleran 1nterfer1r

Se tom6 un ‘tubo capllar y se’ 1ntrodu30 en:

ensegu1da

con 'la prueba.
el CGAH- PG y se. permltlo que ascendlera 3 cm.,

la sangre se- prccesé en”la m1sma forma descr1ta 1nter10r-’

PG y-‘

S minutos. par celimi- -

20

se limpid perfectamente el etter1or del.’ tubo yise: 1ntro-»

dujo enel” ASC-CGAH permitiendo ‘que nscend1era otros 3
_mds; se . vaciS e1. contenido del tibo capllar‘a an’ ‘por-
tdObJetOS para mezclarlo y después se volviéda, llenar'v-
se 50118 por uno de sus extremos con plnstxllna
un espacio'de 2 mm entre la mezcla y la plast111na”p Ta-




evitar que ésta quedara en contacto con el reactivo: en

seguida se colocd el capilar en posicién vertical y se
incubg durante 2 horas a 37°C Yy posteriormente se dejé
toda la nocheia temperatura amb1ente'ra1“ﬂia 513u1ente,
en un fondo: oscuro -y, con 11um1nac16n lateral ‘se’ obser-
vé la formac15n del»prec1p1tado ¥y se valord de manera -
semxcuant;tat1va de,} a,J cruces.r
paraleldme te ‘sc pro;eso,tamb1§n por.
ntrol;;qn,suero de coneJo no‘xnmuni;ado.'

por dup11uado
duplzcado

Inmunodlfu516n en placa de agar L;écnlca de’ Ouchterlony)

La ‘pruéba se efectdo“

Se tomaron las cajas Pet11 necesazzaS"

~( 4) las -

lLa. en. el apéndlcc, se dividieron en cuadrante )
se numeraron del 1. al 4 en cada caja, a la vez en. cada

cuadrante se hicieron 5 horadaciones en forma de
s B

siendo- cada horadaridén de 21 mm. dﬂ'diﬁnctro-_pu
la'distancia fuera uniforme entre¢ las horadac1onc"
locd una ho;a de papel mlllmétrlco debajo-: de;
Petri y se extrajo el gel de los cortes median

cador de.maderaz con-la punta rota (consultar

tfigura 1) . . 2ies
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Posteriormente se prepard una serie de diluciones progresi-
vas del CGAH-PG y del ASC-CGAH de acuerdo al mé&todo deseri-
to en el apéndxce b's la ap11cac16n de las muestras'se reall-
zé con la distribucién s1gu1ente.‘- :

Primera caja Petrl.- Vi

del ASC- CGAH sxgulendo el sentld

loj. - s .
Cuadrante’ 3 y 4. 'Hofadacionés

electroforétlcas como antlgé i ' 5T 4 sxcamente de'
2 pasos: primero las proteinas son eparadas por electrofo-
resis y subsecuentemente se les. hace reaccionar.con su co-
rrespondiente anticuerpo porrmedlo de inmunodifusién. lo que




K)
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da como resultado la formacién de 1fneas.de prec1p1tac16n -

individuales.

El proced1m1ento se 1n1c16 selecc1onando una placa pa-
ra 1nmunoe1ectroforesxs y. una: plant1lla de: carton prev1amen
te preparadas de’ acuerdo a-1a’ técnxca descrlta en el apéndi
ce; se colocs sobre la placa la plantxlla de cartdn y con =~
un tubo de pldstico de 2 mm ‘d 715metro se h1C1eron los -
cortes circulares.y con.una hoja e-bisturfise hicieron los
cortes paralelos de ‘los canales-’ ontinuacién se Tetird -
la plantilla de cartén'y mediante un aplxcador de madera -
con la punta rota se qu1t6 el gel ‘de’las horadaciones. Los
compartimientos de l1a c5m1ra de 1nmunoe1ectroforc<xs se lle-
naron con el amortxguador de barbital sédico, pH 8.6, 0.05
M, hasta un cm arr;ba de: los electrodos, a continuacidén se co
locé la placa de agarosa en: la cual se numeraron las horada-
ciones del 1 al 3 con nﬁmgroe aribigos y los canales como 1
y 2 con nGmeros vomanos. Mediante una pipeta automitica.se
depositaron 10 M1 de CGAH-PG en las horadaciones 1 y 2 y en
la ntimero 3, 10 M1 de PNh (figura 8). Se colocSé en las ori-’
llas de 1a placa, papel filtro doblado en #ngulo Tecto para
estahlecer contacto con: ‘el amortiguador y se verificé. que -
no hubiera burbujas de'aire cntre el papel filtro y la 'su-
perficie del gel, se. tap6:la cimara y se conectd lua fuente
de poder, se ajusté la intensidad de corriente a 150 VoLt
tios y se hizo pasar la corriente por dos horas. T

Se destaps la céimara y se retiré el gel de los canales’
de la placa mediante la hoja de bisturf y con una pipeta <
graduada se colocsd en cada canal 0.1 ml de ASC-CGAH; se vol:
vi6 a tapar la cdmara sin conectarla para tener una atmééfg'
ra htmeda y se permitié que el ASC-CGAH difundiera por 48 -
horas al cabo de las cuales se observaron los resultados.

Determinacién de inhibidores de la coagulacidén en el ASC-
CGAH.~ E1 ASC-CGAH se puso en contacto con plasma normal




L)
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humano (PNh)} para determinar si era capaz de inhibér la acti
vidad coagulante de este Gltimo. Para ello se colocaron en

un tubo de ensayo el ASC-CGAH y el.PNh volumen a volumen, se
mezcld el contenido dei tube, se incubd a 37 C . por dos horus
y al mismo tiempo se pusieron dos contgoles. uno:.con PNh:uy -
suero de conejo no inmunizado y el otro con PNh:y solu¢16n -
de cloruro de sodio al 0.85%.- Al cabo de este tiempo.se les
realizd un tiempo parcial de tromboplastlna y se’ reportaron

los resultados (cuadro III).

PurificaciSn del ASC-CGAH mediante absorci6n_con plasma hemo-~
filico.- E1 ASC-CGAH se¢ absorbié con el plasma 'de un hemofi-
lico severo con el propSsite de eliminar los anticuefpos'ineg
pecificos y probar posteriormente si en el suefogabsdfbidq,-
quedaba alghGn anticuerpo contra la GAH capaz déLSer demostra
do por método inmunolégico y/oc métodos de coagulac16n.

El sistema consistid en colocar en'un_tubo de ensayo T 0 ml de
ASC-CGAH y 1.0 ml de plasma hemofiiicp; sé* '
rante 2 horas, se centrifugd v se déséartb e
sobrenandante (sueroc absorbide) se’ procesd

manera.
Para la demostracién de 1la act1v1dad 1nmun016g1ca se puso en
contacto el suero absorbido ¥y el CGAH-PG por medio de’ la téc-
nica de inmunodifusién en placa de agar.' . .

Para demostracién de 1la actividad anticoéguiaﬁte se colo
caron en un tubo de ensayo 0.4 ml de suero absorbido y 0.4 ml
de PNh, se agité suavemente, se incubdé a 37°C por dos horas y
después se incluyd como fuente de factor VIII en una mezcla -
de generaci6n de tromboplastina. Paralelamente se procesaron
dos controles; uno con amortiguador de VBis y otro con Suero
de un hemofflico con tifitulo alto de anticuerpo contra el fac-
tor VIII como control positivo (cuadro Iv).



‘CUADRO 1

I1

DETERMINACION DE INHIBIDORES DE LA COAGULACION EN EL kSC—CGAH

Tubos

10

PNh™ (m1})

G.05

Solucién de NacCl
al 0.85% (ml)

0,05

Suero de conejo
no inmunizado (ml)

ASC-CGAH (m1)

Incubar a 37°C por 2 horas

Cefalina activada con
caolin (0.1 ml)

Incubar a 37°C por 3 min.

CaCly, 0.025 M (0.1 ml

)]

Tiempo de coagulacién
en scgundos

33 33

40

40

78

79

83

95

ST



CUADRD 1V
ABSORCION DEL ASC-Ct;AH CON PLASMA HEMOFILICO

ASC-CGAH
Plasma hemofilico

Tncubar a4 .37°C
por. dos horas

S
Precipitad
(descartar

Poner -
CGAH-P
técnica’

Suero hemofilico’
‘conanticuerpos:i:-
contra ‘la/GAH .

Amortiguador'VBis

PNh

CIncubar a 37°C por dos’ horas:
Utilizar cada tubo en mezcla de generacién
de tromboplastinaicomo+fuente de:factor. -
VIII.

97
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’RE'SULT

A n’,O_s, &

27
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Se obtuvo un antisuero contra el CGAH-PG en conejos de acuerdo a
la técnica sefialada en material y m&todos. De los tres conejos - |

inoculados se logrS una respuesta mAs satisfactoria en 2-de _ellos,
por lo cual se eligieron dichos conejos para hacer la sangrla de

cosecha y obtener el antlsuero.
Este antisuero es poliVﬁIénte v

4 bandas de prec1p1tac16 “por,
contiene pre‘;

Caracteristica del antisuero.-

pudieron demostrarse en el mismo,
inmunodifusién y por inmunoelectroforesis;
que dan positiva la prueba de precipitacidn en tubo cap1la
Por medio de la técnica de inmunodifusidn enyulac
agar, se observé el desarrollo de 4 bandas de preczp;;
el ASC-CGAH se puso en contacto con el CGAH-PG diluidd
el plasma de una persona normal diluido 71:2 Cfigura 3 7
inmunoelectroforesis se obtuvo tambié&n la separac16n‘d
(figura 8) l1lo cual prob6 ademds que las bandas de prec;
tienen diferente movilidad electroforética. L Sa

ra 2).

FIGURA 2

)

=

4 c;); o .
iy U
CGAH-PG CGAH-PG

+ SUERO DE - CONEJO
ASC-CGAH NO INMUNIZADO




FIGURA 4

2 2
4 a
CUADRANTE-1 ¥y 2 CUADRANTE 1 y 2 °
floradaciones : - Horadaciones
Central.- CGAH-PG sin-diluir ) . Central.- CGAH-PG diluido '1:4
Periféricas.- Diluciones pro . Periféricas.- Diluciones pro
gresivas del ASC—CGA}{.- Ny gresivas del ASC-CGAH.
CUADRANTE ‘3 'y ‘4 ° CUADRANTE 3 y 4
Horadaciones:: . . 0 : Horadaciones: C
Centrall- CGAH-PG Diluido:1:2 Central.- CGAH-PG diluido 1:8
Periféricas.- ‘Diluciones progresi Periféricas.- Diluciones pro
vas del 'ASC-CGAH. = =~

gresivas del ASC-CGAH.-

&~
0



FIGURA 5

CUADRANTE 1 y 2
Horadaciones:
Central.- PNh sin diluir
Periféricas, - Diluciones

progresivas del ASC-CGAH. -

CUADRANTE 3 y 4
Horadaciones

Central.- PNh diluido '1:2: 0"

Periféricas.- diluciones
progresivas del ASC-CGAH.

FIGURA 6

. CUADRANTE 1 y 2

Horadaciones -

. Central.- PNh diluido 1:4
Periféricas..diluciones

progresivas del ASC-CGAH.

CUADRANTE 3y 4
Horadaciones

Central.- PNh diluido 1:8

Periféricas.- Diluciones
progresivas del ASC-CGAH.

0¢



FI1IGURA 7

~

w

CUADRANTE 1 y 2

lloradaciones: B
Central.- CGAI-PG sin diluir ' .«

Periféricas.- Diluciqnes'progrcsi&as

‘d.cl suero de: cqhejo' inmgxﬁi édd. b

CUADRANTE '3y 4
Horadaciones:
Cenf‘tal .
Periféricas.- Di

1€



FIGURA 8

Horadacisn ~3: 10 Rl de BN
Canal Ty II 0.1.ml°d ]
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Se disefi6 un experimento para determinar si el ASC-CGAH contenfa

inhibidores de 1la coagulaczdn para lo cual se proced16 de acuer-
Se observd que la 1ncubac16n

empos de coagulaclén, con
incuba: el PNh* 3

do con el protocolo del cuadro:: IIIy
previa del plasma diluido alarg s
una prolongacidn adlclona an
CGAH previamente.

vidad anticoagulante dandoﬁIQS'

Demostracién inﬁunoldgica'
en contacto con el CGAH-~ PG por
sién en placa de agar, no’ for

sultados!

1) Generacién de tromboplast1n
del PNh + ASC-CGAH. absorbido~
con plasma hemofflico.. =

2) Generacidn de tromboplastiﬁé
del PNh + suero de un hemoff
lico con anticuerpos contra: .
la GAH (control pdsitiVoj

3) Generacifn de tromboplast;n
de PNh+ VBis :

absorb1-

De acuerdo a los resultados ant
nhlbldores demostrables con

do con plasma hemofflico no: contien‘
prueba de generac16n de tromboplastlna.

33




Caracteristicas del CGAH-PG utilizado para la obtencidn_del

ASC+~CGAH.- La actividad del CGAH-PG,al determinarse por mezcla
de generaciédn de tromboplastina, di6 los siguientes resultados:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

2

10)

12)

Generacién de trombop1a5t1na
control

Generaci6én de tromboplastina
del crioprecipitado

Generacién de tromboplastiné_.
del CGAH-PG sin diluir.

Generacién de tromboﬁ;aétih
del CGAH-PG dilufdo 1:2

Generacién de tromboplastina .’
del CGAH-PG diluido 1:4

Generacién de tromboplast1naj~
del CGAH-PG dilufdo 1:8

Generacin de tromboplastihq:
del CGAH-PG diluido. 1'16i1

Generacién de tromboplast1naff
del CGAH-PG dlluido 1 32 f

GeneraC16n de tromboplastlna'
del- CGAH PG d11u1do 1-64

Gene;acidn‘de tromboplastina
del CGAH-PG dilufdo 1:128
Generacién dé trombobl@ﬁfina
del CGAH-PG . dilufdo1:25

Generaci6n de tromboplastina . * s L
del CGAH-PG diluido 1:512 16-14-14-14-14-15 "
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13) Generacidén de tromboplastina B 19-17-15-15-15-15 : Seg
del CGAH-PG d11u£do 1:1024 10-17—17-17-17-16 st

14) Generac:én de trombOplastznaQ 1

15)

VIII, 1la cual fue de 16
102 veces"con respe

cado

100 ml.

La electrofbfésis,
de varias bandas, de las .cuales‘la’
fue la de mayor tamaﬁo'(f}gurq Qf




CUADRO V

CARACTERISTICAS DEL CGAH-PG CON RESPECTO AL PLASMA

Lﬁﬁmerc(

Conc. . de. .[*" Actividad Actividad es Conc, de: .-
Protefinas.® dels CGAH- de . veces pecifica U/mg . fibrin6égeno
g/100 ml /) purificado de protefna g/100 ml
Plasma : gt S ’ -
fresco 4.39 0.023 0.4
CGAH-PG 0:69 2,31 0.15

9¢



FIGURA 9

ELECTROFCRESIS DEIL. CGAH-PG y DEL PNh

£



V. DISCUSION Y CONCLUSTONES:
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La GAH es una glicoproteina polimérica con un peso molecular
superior a los dos millones de daltons (25, 26). Est4d formada por
subunidades de peso molecular de alrededor de 240,000. El andli-
sis de la fraccién de carbohidratos ha dado una composicién que -
incluye dcido sidlico 1%, hexosamina 2.8%, manosa, galaciosa y fu
cosa 1-2%, ademids se encontré una fraccxén de. 1£p1dos que es 1nfe
rior al 5% del contenldo de proteinas. -

E1 factor VIII procoagulante (FVIII ) se asoc1a ‘a1 factor de
von Willebrand c1rculante y tiene una v;da med1a de aproxxmadamen
te 9 horas, pero administrado a anxmales con: deflcxencxa del fac-
tor de von Willebrand, el factor VIII procoagulante se ellm1na ri
pidamente del  plasma con una v1da medla de’ aproxlmadamente ‘una hog
ra (27), por 1o que apdrentemente se requlere del factor de von -
Willebrand para estab111zar la fracc16n procoagulante en c1rcu1a-

cién.’

Los métodos de pur1f1cac16n de la GAH se. basan principalmente
en la precipitacidn con agentes tales como el etanol aminoé&cidos,
andlogos de am1no§c1dos, polletllengllcol o por cr10prec1p1tac15n-
estos métodos prec1p1tan GAHv unto con flbrlnégeno. Nosotros puri
ficamos GAH con un método de doble prec1p1tac16n efectuando prime-

ro crioprecipitacién’ seguldo de;resuspenslén y ‘subsccuente precipi

tacién con glicina para obtener‘lo que se. ha llamado concentrado -
de alta potenc1a (17)” Es,ev1dente que esta £racc16n preteica con
tiene una alta’ conc trac16n de f1br1nogeno y albunlna como se de-

Otro proced1m1ento es por dlgestlén de f1br1n6geno con veneno de -
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serpiente (veneno de Crotalus terrificus) (32), pcto ésto también es
acompafiado de pérdida de actividad’'del factor VIII, 1lo mismo sucede

con la digestibn por‘otras enzimas proteolitlcas tales como plasmlna
y tripsina (9).

Se ha utilizado la digestién limitad

on‘quimotripsinaseguido
de filtracién en gel de sefa Tte

diante partfculas de vidr
este método permite: obtene 3
desventaja de ser poco: estublc'

Se ha reportado un-concen_tado dc CAH pu cado 350,000 veces'
con respecto al plasma; estos autores: encontrnron una concentrac;dn‘
plasmitica del factor VIIXI de'upro<1mudamcntc 200 ng/ml método:
incluye cromatog“nfxd cn gcl ptﬂu1p1t8616n con: sulfuto de amcnlo,'

to del F VII[
cffica del factor VIII
7000 U/mg, lo cual- represe
respecto al plasma  (37):.

pcqueﬁos, se elimina'uﬁa h

al plasma (17), udemds se pucdc prepuxar ‘en cualquier laboratorxo (<]
banco de sangre., - :
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Los métodos para sensibilizar conejos con fracciones del plas-
ma han sido numerosos; uno de .los primeros esfuerzds por -obtener --
un antisuero contra la GAH . lo rea1125 Richards (39), quien inyecté-
a conejos la fracc16n I de Céhn la cual es rica en esta proteina. -~
Poster1ormente al irse des1rr011ando nuevos métodos de:: purlflcac16n
de 1la GAH_se ‘hiz sible la obtenc16n “deun ntlsuero més‘especifx
co (2.7,9;10;3?) ‘Los proced1m1entbs d‘ /sens b1112ac16n en:dlchos -

variacio

rauxilia-

se hicieron
en 1a cual-la’separacidnide

Al abosrber



cuatre bandas de precipitacidn. :Debido u’esto se -tendra -
sc¢ podria pensar. en el uso-del

CAH por/alguno dc 1os mg

de lus
que buscar otro tipo de absorbente;
plasma que quecda después-de preclpltarllu
pucs en dlChO p]

todos va mencionados,
sentc la GAll.

Al determinur lu'éctividnd'nnﬁlcoaghlante‘de
do por medio de I=a 1
encontrdé ningunn inhibic
do "¢l "ASC-CGAH

de la coaguluac 1on>

idn

de trombeplastina” parc:nl

on IJ,prueba
La generacién de tromboplnstinn'con p(
i

tiempos muy :cortos. lo cual sugie
de 1a LOHQUIJLlGD quc desaparecce dcspues de la rcprec:

con glicinay

resul tados Se”péarfd J~duéi

Do acuerdo a estos
1a abﬁorgzon cont: ne un

hemofilico utilizado para
cionada con el factor VLII; anLtl\J c
servuy sus'ﬁ}opiédndes
x sotros autoxcs_LZ,o 42,

por  Zimms rmar v4a,44;45).

Las conc1u51onca a las que han llega dlChDS autores han' si-
GAll obtenldo a trave< de animales de

end. ccpoczf1u1dad para
qntxcuerpos obtenidos-

do que el nntlsu ro contva la,
_omo_.os'uonelof
uno o-variosisitios dx”l VIGAN, en cambiol los
on humqnos (eJem' hemo.illcos polltr1nsfund1dos) son espec1£1cos pa

ra otros SlthS anthénlcos de la misma moléculn

exper:montn;xon tﬂ10<

el uso “do un conccnt 1do de GAH "l puro v ‘un -
ASC- LGAU‘SQ podr1an obtener resulta
ademiissc deberén c11m1nar comple
cn. el suero,~,a que
factor Vl[l y>quo,

Si‘se combinal
absorbente mds. adecuada par: el
dos mis cercidnos-a los esperados;.

tamente las hucllas de hrcmb;na e permaneccn

estd reportado que ‘increme ntan la dgth]ddd del

~



al contrario, grandes cantidades 1la inhiben (46,47 ,48,49) .

Otro aspecto: que se’ deber& revisar en traba;os UICerxores es 1la
técnica para determlnar la act1v1dad i h1b1tor1a de ‘1a’ coagulac16n
en el antzsuero .

pacientes hemofillcos que no
plasma fresco. Posterxormente se; demostrd que,ta
trarse antxcuerpos contra el factor VIII en el

52).

En 1956 se. demostré que es p051b1e 3 s‘ia forma
cién de anticuerpos antiGAH (39) lo cual

riormente en miltiples trabaJos (2,43, 44, 46 535 54 5' 56, 57 53 59,60) .

Inicialmente los antisueros obtenxdos tenian antlcuerpos contra
muchas proteinas del plasma , por lo que no se padza

t;lx-ar como

reactivos especificos. Recientemente, al me;orar ‘los. métodos de puri
ficacién de la GAH, se ha dispuesto de material mas puro que ‘ha per-
mitido obtener antisueros que. pueden pur1fxcarse poT. absorcxén para

remover anticuerpos contra contaminantes menores.; Se ha demoscrado

también que los antlcuerpos contra GAH obten:dos en p'
tienen propiedades mis parecxdas a los obcan:dos en humanos que 105
anticuerpos de conejo (61,62).




La capacidad de los anticuerpos contra GAH para inactivarla --
varia de una especie a otra, por ejemplo; la antiGAH humana tiene -
capacidad reducida para inactivar. las GAH‘porcina y ‘bovina, lo cual
permite el empleo de estas fuentes de factor VIII para el.tratamien
to de hemofilicos sens1b1lxzados (63 64 65 66, 67 68,69 70).‘ -

Durante los afios rec1entes se han desarrollado Varlas técnlcas
para la determinacién del antigeno del. faccor VII
por medio de métodos radzolsotﬁpzcos,rla mayor part

ra el

antigeno del factor VIII prqqoagulante (80‘81 ‘82

plasmina; que la porcié:
algunas lectinas:obte

la funcién del £‘£ or: VII

Este trabaJo constxtuye la: 1n1c13;16n de 'unai’linea’ de” desarro-
llo de métodos de estudlo de dlversos uspectos flsloquimlcos e inmu-

44



nolégicos de las proteinas de 1la coagu13616n en los hospitales de-
la ciudad de México donde hasta ahora s&lo se han empleado métodos
clinicos y mé&todos basados en . procedlmlentos de coagulac16n de ---
plasma recalcificado. g : :

sino que se obtlene un
potentes capaces de se
tacibn. -

Se requiereniotro
concentrado m&s puro

un

45
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Los procedimientos de centrifugacién se efectuaron en la mayo-

rfa de los casos a 2897 G y la fuerza centrifuga se calculd con la
siguiente fdrmula.

G = (n2) (1:11X 10-5) (r)

n= revoluciones por minuto ..
r= radio de la centrifuga .
fuerza centrifuga

xpresa como S 1gue :

ct1v1dad de la GAH. u/m1 -

Concentracién de protefinas
‘del plasma normal humano mg/ml

"Actividad del CGAH-PG U/ml
Concentracidn de proteinas
del CGAH-PG mg/ml

Concentracidn de protefnas =

de ¢ 4.39 g/100 ml & 43.9 mg/ml
del plasma normal. humano -
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Concentracién de protefnas = 0.69 g/100 ml 6 6.9 mg/ml
del CGAH-PG : ’

S

Entonces el c&lcpio éuédarfa‘de lafsigﬁieﬂtélmanera

e proteina

NOTA:
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Soluciones de trabajo

1) Amortiguador VBis : "

Barbital s&dico . G.1 M’
Acido clorhidrico:0.1:M
 Cloruro de:sodic:.0.15'M"~

2) Amortiguador de”barhitai‘o;o

Barbztal 56d1co
Ac1do d1et11 barbltﬁr1c

La saI de 59 io
fria, el dcido; diétil bar
agua destlladafha
agua destzlada

3)

Reactivo . C*
Reactivo ‘A" ~40 m1
Reactivo B o , 10 m1
Reactivo de fenol folin - Ciocalteu >
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4) Dextrosa al 5%
Dextrosa S g
Acetato de S0dic ---ecmrme e e cm it et e c e i ce e oa Y 0.2 g

Agua destilada c.b.p. ~--

§) Solucidén estandar de tirosina

Tirosina 4
Acido clorhidrico

6)

siva-en una solucxd
nera siguiente

Tubos

Dilucié&n

Tubos

bilucién




8)

Preparacién de las placas de agar para 1a técnica - de 1nmu—
nodifusién (23). . :

Se prepararon dlluc1ones del agar agar,a dos cqntéhfri

0.05 M, pH 8.

sa al 1.5% ca11ente empezando de los bordes hac1a el centro
hasta dejar una capa de A0 mmde espesor, ‘se’ deJG SOlldl-

51




9)

107

de Na C1l al 0.8%. En unﬁ caJ -de vidrio sc vxerte'

52
ficar sobre la superficie nivelada y luego -se colocd en
el refrigerador por 20 minutos.

NOTA: La preparac16n de las placas de 1nmunod1£us;on y
de 1nmunoelectrofores1s se debe,renlxzar un’ poco

‘antes de ‘montar. la’ técnzca para
‘quen.

Técnican de Quchtcrionv‘(24 87)

Se prepara agar al. 0 S 1 5% d15u01t0 en una soluc16n

cierto-voldmen de agar:caliente. para. formar una..capa del-
gada sclladora; después de que se enfria . dicha capa se co
locan los moldes para las horadac1oncs ‘én 1a supcrf1c1e»-
de 1a capa selladora, se vierte agar Cdlleﬂte para -formar

una scgunda capa de ulxcdedor de- 2 3 _mm de espcsor,-se en.

fria-y \e'rct1xnn los moldes.’

Se pueden reemplazar 1os‘mbldes por-tun cortddérty"-.

proceder de.la s1gu1cnte manera;ise hacen 1os. corte
agar con ¢l cortador. de;pufs de vertir 1a segunda ’ capa ‘de

agar y de Cnfrldlld,’u LDntandLlon se aspira ‘el 1gar de’
cada horndncxén con: una plpcta conectnd1 aun, 51stema de
vacTo. Sl sc ‘emplca cste ﬁltlmo método no:se neccslt¢ -
poner la capa selludord._perp si sc recomiendasellar cl



fondo de la horadaci6n con una cantidad mfnima de agar -
caliente para. evitar que los: reactlvos dlfundan entre el
ge]_ y el fondo de 1la caJa‘ “ : :
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FIGURA 10
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