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I - r N T R o D u e e I o N 



La globulina antihemofílica (GAH) tiene gran interés en -
patología humana po~que su deficiencia causa ei 67~4\ de las -
enferm.edades hereditarias de ,la coagulaci6n (1). .La. enferme­
dad hemorrágica determinada· por est~ d~·fi-.Cie'nci.a es 'cOné:>cida - -

> ·---·--'• '.";-'."·-~::.,'_e~<;,;_ .·.:;:,~<:\:~•'., ·~-.':, .,,:· 
como hemofilia "A" --'·:->.:~ 

De acuerdo a l~s ~-studio~_:_~~ea·~-~:~~:~-~-~/-_p-z.ce_~:~~~~-n.~-~-~-:··se ha· p~ 

¡~;f :f ;fi~::~::~fü:~;~?fü~i1~f f i[f !f J~i;if f ;;r?:r :f~:r 
ca (FVII IAg) que se detecta c.onc an,ti,süer.os.:'.heter,6logos .(2, 3) y 
una tercera en~idad que es ~~,--. f~a·_~:~~.i.6-~:~~~,~~~~U_í:~~~<IH~~c~saria -:pa­

ra la agregacic5n fisiolc5gica de :1ªs::pJii·q·íí;;,t'as~ Úam:ada también 
:factor de von Willebrand C:uY.~.·:p~~-~:~-~~-~-~'··::-~~ dem~e_stra con ·la -. 
prueba de agr.,gacic5n de l;;s · plaq.:ie·t:~~·:: c::'on ristocetina (4, 5). 

·.';· 

Anticuerpos dirigÍcÍcis:.conÍ:r:a· <!t, FVIII'c se han obtenido de 
hemofílicos severos qué: desarr;;,11.a:n'':::iñhibidores después de - - -
transfusiones íneiltiples;<Jlrobl.ema,::que ·se< ha observado en áproxi 
madamente el 1 O\, d.~ 'estC>~, en'fer;n;;s·;(6 ;?) T.ambién pueden e;., coi!: 
trarse aut_O_an_t_iéUerpOs· ··c"o~t-~3 :<·fa:~t·~-~ Vrr I en p~C ie:ntes· con en -
fermedades inínunol~gicas, del d(,o;del Lupus··erltematoso sistémi 
co; dicho~·. ~~~~i_~u~~po·~:~:.'(~~ :h~n~- :U17·i,li~-~~'? -p~ra es~_udiar' 8:lgunas :­
propiedades del ·FvÍÚ.,; ;\''::u~, mÚCld:'· in_murior:radiométrico ·que uti -
1 izc5 anticuerpos i'sc51o·gos''aemo.Stri5 que los . hemofí licos 'severos 
no presentaban' ni, activld.,.d p.:C>coagulante' ··ni antrgeno de la -­
fracci6n prC:,co'1gÜia11te c:ie ¡;;. moléc:tÍia·.d~,l' fact~r VIII; eri cam­

bio. los pacientes con he~()fil.ia ~leve º· mo~erada''püeden tener o 
bien actividad pro~ollg':'llJ.ni:e, y ~cti vida~ de, ~~tí~é'no' para la - -

fracci6n procºoa~·1:11~nte_._ c~_~par·ab_~ é~ .... --.-. o··::·n-,i".'~}~s/_·.re1a't'iy¿i'Jfaent:e m~s 
al tos de proterna. 'det~~~-~bl~· in~u-~~i6g~Cit_me:ilte·· (~):._~.--':· · ,.· 

--.. ·,. ~ _. 

La hemofilia fue prClbabÍ emente :la pri~e.::a ~enfermedad hemo­
rr4g i c3 de que se tuvo noticia,· sin. embargo el cst~di~ de· su· pa­
togenia hn tenido un desarrollo gradual y aCiil ·en la actuáli.dad -
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la purificaci6n y el estudio de la estructura y funci6n de la GAH 

presenta serios problemas debido a lo siguiente (9). 
1) La inestabilidad de la actividad procoagulante de esta -

proteína. ;_ ·:, 
2) La baja c~"riceiitrac:i6n:ck•l -f;.7tor v~r;r,~;:, plis~a}(apraxi-

madamen_te :1 o~~-~/_iilí),_;-7 ~ :~;"-·::'. ' -- -. ,,,;, - -·--· ---· _, -
3) La dificul tadCpara/separar_· experimenta1mente; el -f:ib'fin6-, 

ge.nO~º"·~-~Í f¡~.~!,~~~.ii.iI{{:: .;<~:~j\ ;;-~~~'~:. ···:·_-; </-;· __ '¿,é,: __ ~·"'~-?~ *. -~. >;~·":¡:~:. ~-~¡:·- ~:;-.:~:.:-~ 

m~:i;f ~~f~~~;ff sif !llf füI;if~l~Iif t~f ~~~f~lli~i!~JJf f ~I: 
Erados la proteína predo;;,i_'r;ante, es .:.1~ fibrin6g..-no (12). 

na y 

' .. \ -: ,._;. ·;,,-; :~- ", ~- ~- ' ' . .-· . ., ' -

Mas adelante Bri,;.khoú{'.'obs;;r"Ó'que la - GAH ·es una crioglobul_!_ 
basd"ndose en este he~h;; ,-.-Poo-i-;·: fi.:.rshgold y Pappenhagen logra-

ron obtener una fracci6n'"f>'i"a5'máti.ca' ;.icá· en factor VIII, la, cual 
ha resultado de gran -ut'Í.lidÜd:'pa:,._;,_.prop6sit:os clínicos y se conoce 

como criopre.c ipi t:;.do >[13"j·;~:_,,-,·E~t:.;-: concentrado .resul t:6 ser. -md:e,i·_._s __ ~1: paotea' __ nc 
te que la fracci6n r'de,-;c;,;h-~'::·:(14), per.;,ite recuperar 50~ 
t:ividad de la GAH pr.:.se~t~ erl' el prasma original ( 1 2), y_ debicLo a 

la sencillez técnica del\_procedimiento de su preparaci6n con:Sti tu­
ye un recurso que incre~~nta de manera significa~iva la disponibili 
dad del factor vrir ¡;;.;;;:º~! tratamiento de los pacientes hemofíli-­

cos. 

Aproximadamente al mismo tiempo se desarrollaron m~todos para pre­
parar ·concentrados de GAH utilizando como agentes precipitantes -­
aminoácidos alifáticos, en especial beta-alanina y glicina (5). -
Estudios posteriores demostraron que la beta-alanina tiene efectos 
colarerales adversos cuando es administrada intravenosamente (16), 
por lo cual se eligi6 la glicina como agente precipitante en la -
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preparaci6n de los concentrados de GAH para su uso clínico. Inicia!_ 



mente los concentrados de GAH precipitados con ~licina se prcpar!!. 
ban a partir de plasma fresco y posteriormente el método se modi­
fic6 utilizando crioprecipitados como material inicial (14). A -
este nuevo precipitad~ se le. llamd:~recipitado d~; glicina de rilta 

potencia (1 7) • ·<·,{_: .... :~~.:;~.-:·:;i/i;; >i: .. -~~>=-·i' ,_ -:;)>·. ·'.:,:,~~:, __ -,-( :-.~- :·,:'._~~-.).<' . i '.:· _ 

=:::;~:g;gg(~!~i~~~~~1~~~~!tt~f !t~J~~"i~f ;i;t:~:;:!~: 
de~~ r~: i.i:t:r~cf ~~~:ª~~;~f 1 1~~2;~~!·fa~~,t~.~~~Y~:s~:;_~~'r}t~r1t~::~~=~ · ~~ -
rnunológica, to· cua1 -~_mplia~ía';-Ias_ pe_rspect.~~.n~- P'~r~:.de:te_ctilr·_.deEi_ 

ciencias de. este fa:c~Or .'y ::tí'd~ni5s ,:-Pra·p~,~~"f~~a-~i~·:--u~·~:m~.~~do· más _se!!_ 

sible ·y e.Spécífic.:- .. ~-'._ 
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II. FUNDA ME N T ~ 



L::ts reacciones inmune 16gícas so·n .al t:amente específicas y­

permi te~ además obtener un grado satisfactorios de Sensibi-­
lidaJ Y. rep_ro.ducibilidad E'..~ los .pro·ccdimicntos "in yitro" -­

de que dis'ponemos en la ··actua.li'dad, .de tal mariera que pueden 
utilizarse ventajosamente pára identificaci6n y cuantifica-­
ci6n de pr6te!nas y otras mac~on1oléculas. 

En ei ___ c;as~ de las proteínas procoagulantes~ el -fa"cto·r· ---

VIII ~lamaJo tambi~n globulina antihemofílica ~s de iran in-· 

terés en ln patología <le la c~~gulaci~n yn que .. es _~l factor­
deficiente en 1a hemofil ín "A"; ·existe en. c01nt<ida~~~ .~uy·~pe­
qucñas en c-1 pln.smn y los -mét:Odos--_de coagl1tnci6n -p~·~ü;.d~t;e_c­
t:arlo- aunque bastan.te e_~pecí,fiCos-, - sOn deficieriteS-. c~--:~~.in.to 
a sensibilidnd y reproducibilidad, aparte de ser m5~ labori~ 
~0$. 

Se h3n venido ~eali~.and.~·.·.~s~.l:J..e~~o.S .. ,·P.ªra desari=oll~r m6t~ 
dos espeétr.ofotométricos'~: radiOiSOtópiCqs e --i.ri~~~~.il-'6·k:"i_Co-S pa 

ra su detecci6n y cuantiÜcaC:1:~n.· ): ; .· -

~oSotrOs' C:OnS'iderama·s .. ·:d~-:::iht~\:;-é~ :_~irii-~i-~:r · ió·s.· t·r·3-b3.j os. Pf!. 

ra desa,rrO llar .. tin m~.t·:a~~." ~nnl-~-~--~··.!_~g~~:~·o·:._::P .. ~~·~_~'.~~.>=~.~:1::.-. .-:·se. ~iseñ6 
un protocolo' p:ira obtener. -un,·'aTt"t~~u.;;_!.P~':'.~~,i~--r6Íogo ·-c .. i:i .,c::~n_e-­
j os ~~n ~ ~-~- l_q._,_):;~\I-~ ,, _e _1_ --<;µa._1:·'-~!ú~~ -.u ~},l ~·-~_a_r.í~~,:;Pos·,tcT--·i·O:r~menfe ·-. par~1 
l.1 detcrminaé:i6n ·c::ua'ni{t:i:t.i v~ d-~-~-·:··;Í'ac~O·-~ :,:-~' l·f.'.i.-"C:r:i. pló~S~'.~ .-

El trabajo -se. di vide en i '~-a~-~~~· ·.j?r.i~~~:.i.j?ales ;, ;.~.~-- -pJ:im~ra· 
parte consiste en la obtenci6n de un conciii'nt:'raC!o:.··de ... GAH .·,.¡ t;!_ 

mente puri f ic:tdo·; en 1 ~.1 s·cgun·da "f)'a '~t:e ... ,~-~ ·~:~6~~-<:le·r~:-"ª :s·c·nsi bi 

lizar a un lote de con.ejes con el purLficado ·de GAH pa~a dc-::­
terminar después l~ respuesta inm~n~,16gicn por mé-c:·odos de i!!_ 

munoprecipitaci6n, inmunodifusión e inniunoelcctroforesis. 
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TII - MATERIAL Y M.E TODOS 



AJ Equipo utilizado 

1) 

2) 

3) 

4} 

5) 

6) 

7) 

S) 

9) 

10) 

1 1) 

12) 

13) 

14) 

Centrífuga refri~erada con cabezal de 25 cm de radio. 

Espectrofot6metro 
0

c~n ,rejilla :d.;' difr~cclón :Y, con un in 
ter'.v~1~ clci ).ongitucÍ>de C:,ndn .:>zs~s2s 'hm. •··Resolución fo­
tomét·riC3. · de:':o·, .. :S\' ·de·;·-.t:rarismi t:·aliCia· . . : ,;:,F~ú?Ti·t-e: de, iu·z-: ·-_ tám 

para ~-~ t,~h~s~;~.;;i"~h:'i.~f~•T _ Uf;;¿);;. .;:,;e¡~ ~p:·: .; ',: . -
:::'.1t'f !;ttrr~17R~:'.:~,~·,,~ir~Tu~~"'~ ":,t.º:'.'~~~~,,.,.· 
Apa r_'ri ~ ~ :-_~c>~-~-~:-s:t:_ro_~·-':l __ j~~s_iS_·:\~~~:~::_~_OnS_ t~_·:~~-~-~-; :¿·~tii-~drii~-f ~'. . .: con 

: ~ =~··~.;;;!{',t:~t·f rtt~~~~·~~::i1~~i'i;}{ · ··;~fü~~k6r::~r~~=~·~~ -
direc;·t·a:~.~~->~'..-.-.·,_ .:-'~;'.; ---. ·· /. --· -, .-.-~;~~'.;:,·,.:,.,,·_~-·~~.-.:,'·:.:·· '.) __ ;;~:;,~·>::"··~>--:~---~-~--.. -"' _. -
Campan~-- ::~~--·>;-1--~.~-~·,; larriinar-- - -~·:;:·,.-;,_¡.'-~ ':.·~·:-·~ 

Estufa eléctrica J/'~ilG~toedr .. m~:0};s2tha.m,.·····.· .... ·tp.·.·.· .. 0'·e·;·º····.~.i.·:b~i~m~efªt~·lE~.ci,o~labl;. de 
OºC a 60~C,cont;.~lada'por . . ¿ ., ¿ Y.una -

sensibil~'dad de'O.SºC::.:º .. 0:.·fJ.:'.,~é;~;~}ó; <, . 
Bnño ;\fru~ia ·e~~ _·in ter'(_~ l~~- ~e· -~-~!"f?"-~-r~-~~~~- -~ª~ta ~cÓ ºC._;'~on­
t ro lad.:1 ~or -t:er·mo~t-~t_O:. b.im~_t:iíl'i~c;-~~i~"'t"e_~·i·or:~\:· 

'_-." ';. , '---~'!;. r ·<~.:; ~ t.,._ ·: ": , 

Refrigerad;,r 'con·ur\:{n"t~:¡aio dj}}~"~fr7':'t~!c';:de. 2-Ílºc. 

Congela~or:'.d.c<zo~;'J~~~J?7'' ··•< · 
Lic.ua.-:dor·á;~-~~~~·--~d6~~ .. :-~e·í'~i:::l~~d'~~-~ .. -· ~:> -.\:t}~ ~~:'-·· 

. '-''"-)·:: "'''" -:· ~~-'-:;;-;_":,"; '"r < '':;-· ;-" ; ";\··,- ·-' 

dA:id~oad5br1' •· mt····r~.·o~:n5'.é_J.·~E;~T:~~}{''JA ··~~liiméii .·íii~~imo ,de .a~it:~ci6~ _ 
""°" .&. • ·:-r-::~-t:~_-!·-;;:-: <.·.~( ;," ;; · · ~.-:'< /:é'r .· · 

Cron6metr~<;i'. .. , , /,\;,; ':\. 

./ 

Term6met-ro·_de. mercurio .C-on e_sc3_1a· dC :~~~z'9"~c u t TOºc. 

~echero ~e Bunsen. 



15) Tripie con tela de asbesto. 

16) Matraces Erlenmeyer de vidrio con capacidad de 100, 200, 
500.y 1000 ml. 

17). 

18) 

19) 

20) 

21) 

22) 

23) 

24) 

25) 

26) 

27) 

28) 

29) 

30) 

31) 

32) Agujas desechables del número 18, 20, 21, 22 y 26. 
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33) Brocha de S cm. de ancho. 

34) Hoja de bist~r~ ~el ndmero 1~. 

B) 
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12) Reactivo para tiempo de tromboplastina parcial (extrac­

to clorof6rmico de polvo de cerebro de conejo). 

Reactivo. de fenal 'Folin~Ciocalteu P.ara ·determina.ci6n de 

proteína~. .. . .. ..· . :.· _ . 

Silico~a al 1 \ f~Y:ep~i~ci;;{f~• parti·~ 'de silicffci'• ;:·· 
•O • : ;: ,',O• >.' .:;, • ' • ' •• "•.. ,,•• :;. O• -~ <;: .. ''.-.•A 

~~~º;t~-;{c~~;G~~~~~t~1~~~}~1~~~-~ti~~:··· ~.::~~,:~~~.:~~e···~NÁst 
Los reaC t i~o-s »~-~-U~;: :;~1-{~:-~::fstan ·¡·:~~;~Jcf~:~--~-~~-a-ci6n·: :si--~_::.:'.~-~~~ ·grado 

·::e'' ::~;:Jltf r~f f i1f ~~~}~f 1~:~€~~~~~~,,~: .....• ".::;· . : . 
2) Acido ·~~;~~Í~rico • ~.·~.n~~;~~_r¡~~ .. ~::.:¡ .. 'i.~: ·.... · >' 

- ··>·¡· 

13) 

14) 

1 5) . 

~;~~~illi!lf !f lli!~l(f~f lit~~;;~~';:::::' 
Cloruro ,4e.,;;sodio.· al.'.· o.; 85\ . .,.preparado:.a.-' partir'. de•:cloru.ro·. 

~e "-.i~.1.~·.· .. ~.-.~.'-~.~.:.;;.f.~.~~t;,~_f ;i~~~-~~~~ii?~~2 .. ;.~-~.:J.~.-.. i.~L.·~.t.&~i~~i~l4it~-i~;L?áiur-;~~::: _l~~~~f :f ::~-~:x2~-:~i::!. :~-~~~ -;. --· 
~ ;,.;,.,- .• -.-1:'~-,- =---=-'::o''.7-.0:~~1~·fj~~~-: =~'é:{~-

~;;~!!l! f~~~i~lf if ~11;1:~;¡f~~~~~:~~~:~r~º::r-

3) 

4) 

5) 

6) 

7) 

S) 

9) 

10) 

11) Oxalato de sodi~ (polvo) 
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12) Sulfato de bario (cristalino) 

13) Sulfato de cobre. (cristalinoi 

14) Tartrat~ d~ sodio y potasio (cristalino) 



C) Material biológico 

2) 

3) 

En las técnicas que se lis~an a cont:inuaci6n. la cent:r~ 
fugación se efectuó a 2900 G por 1.S minutos a menos que se­
indique lo contrario. • 

1) Sangre para crioprecipitados.- La sangre se obtuvo de 
S donadores a1 t:ruist:as clínicamente sanos; d~.~ha ... ·~an­
gre se recolectó en bolsas de_ plástico· dobles ·1-a..s···cu~ 
les estan constituidas por una_ bolsa con capacit:i'aci de 
soo ml que contiene 75 11.11 de ACD (dext.:o.s-a. z:4s.:g;~Íi-
cido cítrico O. 8 g, citrato trisódi.co 2 .·2 g,. agu·;.• d.;,s 

tilada e~ b.p. 100 iniJ y una bolsa J?i.ioio PªZ:'1 .s~t,a-~a; 
el plasllla~ --,",. :Z ~--=-·.:- --~· -.•.·.-.'.-.·.·_-_:- • .'-·-Y:"-°:··.-:: 

- '-.. ~:'.·<;'.,o;·'',-.' -~~·- ·-o~-~,- --~,"~·.:·-=·'. 

Plasma para !?rueb;.s :'de;-¡·¿c;~g~.:Í:iú:ión\.~ S~ Óbt.i;íerC>~ 20 
ml de.• sangre ·venosa ántié:o .. gulada eón oxalato. déifo - -

;:~;!~11.¡¡;~!I*~íJFd~!~-!r::s~:{·~::~t:~r1~=t~~Jr:~~~¡ 
~i;0 s.=~¡,~~~~Cf~g6 Y se separó el - p1.asnlii',':~· é~t~;ikismo 

:.co ._'.·2:-· .'.<' =· ':', i~' :·'?t\;··." 

!~:r;~~;;~::.;:::r;r:::::ad:nc~:=~~a~~ó~¡~,r~:·~=~~~~~ 
1_oo_lrun; '.es'ta sangre se incubó 4 horas .ª 37~c;: se c~n-' 
tri.fugó y se separó el suero, el cual-junt;;- ;;;~;:¡:~"l -­
~r-~s·m~-- dei inciso anterior se almacen-6 ~ -"·'.:.fO.~·~·:~~·-(ik'::-in 
c_ubación de 4 horas se hizo con el propósit~·:d_~_'./.i.°~ác:­
tivar los residuos de trombina en el suero)_._..- -_':[::· '(.'-_>. 

4) Plaguetas para pruebas de coagulación. - Se recoie~ta­
ron 40 ml de sangre ci tratada, la cual se. centrifugó -
a 320 G por 20 minutos; el plasma sobrenadant.;,_.;;-;,:s.;,~_. 
paró y se centrifugó a 2 900 G por 1 S mi;,·uto~. 'si· so~~ 
brenadante se separó y el precipitado obteri~do ~~ lrivó 
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0) 

S) 

6) 

7) 

tres veces con dextrosa al s~. y se diluy6 con esta -­
misma solución a un tercío de sU volúmen inicial. 

ci6n c-2. 

Con~jos p~-ra - ·1a:, ob:terii¿ian··'d·~-i an~Í.;suercj ,,'~~dritr.a>--•ii·~,_-r-¿On~ · 
cerit:rado de. GAH. ~ > Se. eligf'6 ·un grupo "dé'. t:iesf'(;ó'n'ejos 
bl ancoS • dos=··d·e··'::sé'X~·-T<f¡;;~ilino y '"uñO:: d~-,---5-~:~C![~·a;~ifi"i~O-~ º-,. 
s a za :°'fuc=va Ze_j;_~-~$1-a'.;~< d~---~ _a fl~eJe,lo ,~- =-~i~--;'-~:~-~,; 1:--~~(~g) -~\f~':;.::'Í;~:sO. 

•"r'·::.-, 
' ::,_~';. ~ <:~. 

Preparac i6n ·de criop~~(:ípi t:adc;s~ -, si: efe(:i:u6 po~ ~i .;,,Ú~ao 

se 

lci ;; 

cual permi1:e tener una temperatura de -70ºC para efectuar -

¡.¡ 



E) 

una congelaci6n rápida. 

Posteriormente se descongeló dich'o plasma a la temperatura 

del refrigerador durante 18 horas al cabo de la". cuales se 
obtuvo un precipitado que fue separado por medio de· centri 
fugaci6n. Se trasvasó la mayor parte del plas~a sobrenada~ 
te a otra bolsa de plástico. El crioprecipitado. se .r.esus-­
pendi6 en un pequeño volumen de su propio ¡;1a:~m..: _ c.:::.20-~ml). 
y a continuaci6n se almacenó a- -.20-~c--~:P~·~a·,~~~u·~~uSo_·p'a·s·t~-iior. 

. . . - ' .,... ~ 

Purificaci6n del factor VIII con glicina· •. ~~-S~ efectuó:; P()r­
el método _de Hershgold-. y ·cols>--(14);·-··:de,-:ia: •·s:i:guient-e .niane -

< ' -·._-_- _-; "'"" ". ---~ '.-- -- • -_ - --'º"- - . ;;..., ~---.'~ '_:_5~ .'"-,-/;,::,-~ .>-;;•: .. -..-.~·.,- _--,---\:;' -.,:--'".-- --~"".-é-·': ~- :-::-~: . -: : -- ,_, :'.''· 

ra. Los_ C~-i<'.JPr-~j~ip·~_tad~s: se-<~:~~-d'~-~-g~·-i~~~~:~/:· --i~~~~-~--~~~tit:~~~ -
ambiente ~or_1á·>horas; se nie~é1"ron las' 5 unidades ;.y se -­
les añadi6 100 _.;!~;de,)1~ua de~tiÚda~ Esta suspenci6n se h.2_ 
mogenizó-;:eni .. -Unoi:_-:1i'ciú1do·rá po~---10 se-gu·n~oii a· ,,"reloci'dá:d .ine -­

dia, en~e&Jida -;.~ a'greg6 a'gua d~_stilada hasta un volumenc­
de 350 mi'y\s.;.:;.git6 sua'vemente por 20 minutos. El· pH cle -
la mezcla (ge'ite~almente entre 7. 6 y 7. 9) se baJo ,:._- 7 ,_-1-:'con 

adici6n ele iiC:iél~ C1órhídrico o .1 N. A contin~aci6:;,_r 1-,.'i;;.ez­

cla ~nt:e·~_io~ _.·s~: _centrifllgó por 1 s minutos .'_r~.-~ol~~·t,~n'd~~re1-
sobrenadant:'e- -I a·l cual se le hizo cuantificaci6n, de_ pi:'b-te­

ínas ( 19)_. Al sobrenadan te obtenido se le agreg6 • hid.r~~Í.do 
de aluminio a -raz6n de O. O 1 mg por cada ·mg-'de--proteí_!l~é'.="" se 
agit:6 manualmente durante 5 minutos, se centrifug6· pó-r/15-
minutós y se separ6 el sobrenadante II, el cu'a·l, 'sé'--p"erini-­
ti6 que reposará a la temperatura del refrigcn·ador,·p·o~\l24 -
horas; pasado este tiempo se observ6 la forma·C:i6n\:ie'-:Jn '~ -
precipitado, el cual fue descartado por ce:;,_trif~gaC:::i.'6,;: :c¡ue 
dando el sobrenadan te I I I. Est.e sobrenada':;,_ te-, s¡;, en"fri6 .. ;,_ :­

OuC ! 0.5uc en una 1nezcla de hielo y clo"í-ur';,,c:le~odÍ.;;> se­
ajust:6 el pH a 7~0 con hidr6xido de sodÍo·0.1 ·N·-y.·:a;,,bos:" pa 
rámctros (pl-f y temperatura) se mantuviera~ constantes en -: 

t:odo el subsecuente procedimiento de adici6n de la glicina; 
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F) 

G) 

el aminoácido se afiadi6 lentamente y con agitaci6n conti­
nua hasta completar 2.2 moles por litro de extracto: des­
pués d~ que se disolvi6 completa.mente la glicina se dej6 

reposar ª· la _temperatura del refrigerador por 7 horas, lo 
cual fue,: s·eguido d_e •,centrifugaci6n por_ 1 5 minutos; el so-­
brenadarite;:;,;.;· des~a-rt6 y' el precipitado obtenido se resu~ 
pendi6 en--:20 'IJ11• de soluci6n de cloruro d_e sodio" al O. 85\, 

(cuadro 

Agente 
reci itante 

Glicina 

al.íc~otas de 2 mi~y se a1macen6 a -20º~ 

Determinación de ah~i~'{d~~<d~i~ii;~cf~~ VIII en eÍ concen-
trado de GAH prééipitadO'::éoií'-'•glicin-a">ccGiüi:PG) y·en'el --­

crioprec ipi tndo. - . SC.:\~.-~t"1}~·.~·~,:.~~.~:-~ ~-~~.-~.~a._.;·~~:: g_c_!}Cr_aC~,~ri ~e- .:. 
tromboplastina para determ:inar'_ la• act_iv'idad del_, factor -
VIII en el CGAH~PG y _cf1:';;]. 'ér:iopr.;c Ípi t~do (20). •Para ti­
tular la actividad C!-el.-;:fi!~t6r'vúr'-ef1~1ccGAll-PG-c's.&!·iliCie­
ron diluciones d.il .misíiio.•'cte' acueY:do ~'I método dc°kcrito· en 
el apéndice y. se :introdtijeror1 ~,;·;no fuent.;'de fac-C'.;; VIÚ-, -

en la prueba de, generacidrÍ 'de - tY:oll1bo~l~s1:,ina. - ' - '~ -• 

Va loraci6n ~e ~ª 0hom~g~~eldad dcr ~¿~H-PG. - se ·.;i~ctu6 -
una electroforesis ál CGÁH~PG y al PXh -ysaildo ~~~1Ó'sost6n 
ti ras. d~- ac.et:·a-to de. -ce l~tC>sa, dé SX 13_;::cffi+·,: -~-~~-· u~a.:.CO-rri.ente 
<le 5 mA, amortiguador dé barbital s6dic~, pi! 8.6; o!Ós M -
(21), en·un lapso de 40 ~inutos. Pasando este tiempo la -

16 



H) 

rira se retirO del aparato de electroforesis y se sumergió 
en una ~o1uci6n colorante de.rojo Ponceau por 10 minutos. 
después la t:ira. se pas~ por 3 recipi_ent:es _que contenían una 
soluci6n de ácido acético.al~\ pa~a quit:ar el exceso de c~ 
lorante. 

Cuant:ificaci6n de fi~;,.'¡~J~~~6 .. ~ "ei CGAH-PG> .Se realizó 
la cuant:ificaci6.n .por'.ei.mé.t:odci de v~n Slike moC!i:fica,i"O. por 
QuicK (22), _el cuill'se·:_b.ii,;a'~I1··;1a coriversi.6n dé f_ibrin6geno 
a fibrina. seguido"'de''remoci.6ii ~- lavado~- e hidr61 is is al ca J. ina 
del coágulo obtenido y subsecuente det:erminac'.i.'6n ··¿e· proteí-

nas con el reactivo de ~-fenOl-. -.. 

1 7 



íde~~!~t3r} 
~•nJ.:Te recien extra{da ---- r.~ntri fu,.:::1r es unlJnJe~ de 500 mll 

r1a~ma 

1 Congelar n -70ºC 

.. ·. 1 

. l>escon~elar en~re 

Diasrama Je flujo de 

· Z-8ºC .. x··1~ horas . ~· 1 '. 

·~ 
Crioprccipit:ado - Sohrenadaa. 

f 
- -· (deSC:.:lT'tar) 

af\adlr 100 •1 -
e agua des't. 

ltomogenei z.ar en 1 ic::uadora l'l 1'.e~_: 

lan11J ir agua dos t. .. 
. hase" un volllmen do :~3S_o· ml 

Agitacidn suave x 20 mtnut:os 

CUADRO 11 

Cen l~lfu~ar· 

Sobrenai.Jantc ·t . ... >- :.< -:- ."'< 

• : f mg;=~~rie:~1~~~t~4·~"~0>.~ , 
Ce_nt:rlí'uga_r._:_ · _ ··.-.' 

,_-_.:-. ·;.'_ 

Sohre]a anc~ It .. ,_ .. ·, ... : · 

re11osnr entre ·2-AºC,'X 

/fugar 

"'-«" ''.. ---~-:~::.~· ).-. 
24 ';h"oi-áis-'::' :..-«· .. 

Sobrenadante III 

~
níriar a n•c • o .. s•c, pft .. 1.·o. ~di¡;··i~~~~-
llclna 2.2 moTés/litro.de extrac't:o·.; -

reposar 7 horas entre Z-RºC · ., 

Con rl fugar 

en zo ml 
de NaCl a1 0.85\ 

rrec."'t'Tll tado 
·: (de5cartar) 

So r ndan. 
(descartar) 
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I) ~létodo para obtener antisuero de conejo contra el CGAH-PG 

día 

dL1 

día 

día 

día 

día 

día 

día 

Se seleccionaron conejos con las características señ~ 
ladas en material bio16gico y se llevo a cabo el siguien-

.. -~; 
te esque!"n de. inmunizaci6n de acuer.dO_ a una· :t~cnica pre--
viamente. des.crita. (23). 

o.sm1:de. 
o.s ml 'd"e ·a,c:e-:í:té\TifiteY.al 

1. o ml de ··CGMICPG 
1 . o m 1 dC ~~~1--~'i/i:~~ ~:in~·¡::;·i 

·~:·. ~~2i·::~1.1~~'~;;.~.~~·'!~,;l 6 n., 

~~ 5 1{lod~~~~!i:g!~fübg~-
de ·NaClc ·a¡., O ;85'!.;..,· 

\_-. 

o 2 ;n1 d¡;, ·ccÁtt~PG: 
.. 

o 5 ml de: CGAll -PG 

1 o ml de CGAH ·~PG 

Vía de 

... 

1 .38 

3 • .¡5 

6.9 



Las inyecciones intravenosas se hicieron en las venas mar­
ginales de las orejas comenzando a inyectar por la punta del­

pabell6n auricular. 

Al término del 'i.S'C¡u;,,ma. de Ínmuniza~i6.n se dejó descansar a 

los conej ~s ,.dur~rÍt.~·-·:~n~ ·.-~-~~aTI.a';,:·_ al·.· ··cal~o de la c"':Ial se_ éXtr_aj e 
ron 2 ml· de sa~gre --~O~i~_~¡]UriCi6n-.~·de_-·t.i'Ilá- de- las· venas ·ma-rginale; 
de las or~j as, .. l~-s ···m~·-¿·~tY.~s-· ~e- ·i~CÍlbaron a 37u(:_ Por ·_4 _~?ras - ; 
para su coaguiaci6ri"~Y·~·po~t-eri"O-:Mnk-nt:~-- .. s--C cCntrifU&ai:.o~ p~r 15-

minutos y ._.el_ suer:o __ ;:c;-_:··-s:ep·~-Y.ó. _En e"1> ;;uero de cada mUCs tra ex­

traída .s·e ili.ve_stigq_.,:1a::·~·presencia d~ anticuerpos _contra. las -­

proteínas deÍ CGAH-'PG'.p:o_r 1ítedio de. una técnica d;. precipita-­

ción en tubo --capilri.T-.. :~~~A~i:lOs conejos _que dieron _una respuesta-
. ,- - - -,. ,_-_- -.,_ 

posiLiva se -~es -~fec~.uÓ:· U'na sangría de cosecha corl lo cual se 
colectaron 25 ml de· ~angre por punci6n cardiaca· d~ cadri conc­

j o; 1 a sangre se procesó ~n la misma forma descri t:a ·anterior -

l:le>nte. 

J) Determinaci6ri de 1-a ·act.ividad inmunológica del· afiti.Suero · cen­

tra el CGAH-PG (ASC-~GÁH) . ·• La determ,i~ación,de 1 a actfr id:Í.cl· 

inmunol6gica del ASC~CGAH -,;,;, realiz6 por 3 métodos:' uno, em - -

ple:indo una técnica 'de i~~uriopr·~~.i~:i ta~_iórt e_~:'_.'.t~bo---C:nPila r; 2. 
tro por inniun'odifusi~r,t ·.~?·-p_iü~.~ _dé. ag~~~· )~: u!l .t:ercer_o._ por i.nm!!_ 

.noelect:roforesis. 

1) Irununoprecipi taci6n, en tubo capilar ( 23) . • E 1 CG.-UI -PG y· 
el ASC-CGAH se cent·rifu'garon.:por ·1.5 minuto_s. para el.imi-­

nar las -:-pa rti~_ul~-; .-.e·n sUspensi~n. que pudiéra~- ·interferí' r . 

con la.prUeba~ S~ tom6 Un tubo capilar y se int.:odÚjó en 

el CGAH-_PG y se permitió que ascendiera 3 cm.;' énseguida 

se· limpi6 perfectamente el exte_rior del tubo y se intro­

dujo en el' ASC·CGAH permitiendo que ascendier_a otros 3 -

cm más; se -vació el contenido del tubo capii~r a_·. un .. P,o:r­

t~objetos parn mezclarlo y después se volvi6 ·a ,l~~na~;y­

sc selló por uno de sus extremos con plastil~na-:~· '"deja.rido. 

un espacio· de 2 mm entre .la mezcla y la plastili_n~;:·p~l'."_a-
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evitar que ésta quedara en contacto con el reactivo: en 
seguida se coloc6 el capilar en posici6n vertical y se 
incubó durante Z horas a 37°t y posteriormente se dej6 

toda la noche ·a -.te:mP~ratu_ra ambiente; a~-dra siguiente, 

en un fondo- os~uro·- Y:: .con· -ilu_m~naci6n lateral, se obseY.._ 
v6 '1a forma;,,i6n del.' precipitado y se valoró de manera -

semicuantitativa ·~e- l .. a ~.~ru~es. La prueba se ,efectfio 

por -·dupl.i~a_d~- )~_--p~ra1etamen-te ·se procesó, ta~nbién por -

dupl ~-.cado,,_--;~~------·~§~_tit.f~) -~_oJj_~ Sliero ele conejo no inmuniza.do. 

2) Inmunodiftisi6~ eri.~l~ca ~e agar (técnica d~ Ouchterlony) 

(.23,2-J) .-- Se: tomar~n las caj:.1s Pecri necesarias';· las -
cualeS. ha.bían -S-Ído prepnr:tdas previamente como se ·.seria-

l a ·en e~ .. ap6ndicc:, se dividieron en cuadrantes l'O·s ·c¡ue 
se numerriron del 1 al 4 en cada caja, a la vez en cada 
cuadrante se hicie1·on 5 hor:1dacioncs en forma de roseta, 
slendo C3d:1 horadn~i6n de~ mm. J~. did~ccro; pain:que -
l .3 distan e in fuer~ uní.forme entre las horadi:tci:onc.S se e~ 
locó una hoja de papel milimétrico debajo de la caja de 

Pctri y se extrajo el gel de los cortes mediantC 'un apll_ 

ca'clor de madern con, la punta rota (consui'ta"r. apé"ndice) 

i.f igura 1) • 

3 

o 
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3) 

22 

Posteriormente se preparó una serie de diluciones progresi­
vas del CGAH-PG y del ASC-CGAH de acuerdo al método descri­
to en el apéndice y la aplicación de. las muestras se reali-
z6 con la distribucidn siguiente. __ 
Primera caja Petri-. - Cuadi-ari-te~ 1 .y ·z. :Hora·da'Ci~lié-s·:-- cen 

tral CGAH-PG sin diluir; perifédcas . diiúci.;~;:,i:i:n,:ogr.;,;iva; 
del ASC-CGAH siguiendo el sentido de 1as_nta~ei:'i11a:S:;"ci<ü re-
loj • , :.-~:~e ';'-· -.'.i·-:.,· _·;_,_,,,~·_._,·~-:.~o:·,_•.;~:-·,, .-'--~>-~ 

Cuadrante 3 y 4. Horadaciones: centr.iicc:itié~~·fai.•:Íll't~o 

~~~~:i~~~w;ir~~~;:t~~~j;~~H~~~t;~~ii!f t~ti~~f ¡i[;~~ 
loj. ·'•·"·· .:·:: ,,, ... , :••;;;:•.•: .•· ( :), · 

Cuadrante 3 y 4. , Horadaciones,: : c:entra,1 ,ccÁH;;:P,G'ci:Úuído. 1: 

:~ :;::=~~:::~~~~,~~}~~l!?f ::}f:i~!?;~fa!~~'<:,::~~::~ 
mas normd humano-(PNh) y a,demáS:tse. substitl)Y~¡';~eljASC~CGJ\H 
por e1 suero .df ·: µ~-~:-~-~~if~j-~~~~ n.~\:~i.i;tirii:i-~:f·ZadO·,· C:Oni';)·{?~~t'roi ~-~~gat!_ 
vo. -··,,f._:;·;::· 1:r-~:-· , 7:_':"'-:.-,, ?f.:1~:-,"'~,~",.·~,.\,+ ··-. 1<'.(· .... >~ .... ,>·. ,\ . 

. ·\/':·;~·' ,,, t .... ··.,·.'.:·: ~z:·._:;;~;~Ji~-.'.~~_';:::·~· ':· , · '" · . .-::: '>·;;. < "· · ·, · ~ 

i:::;~~l~;;t2~~~fü~!I~~~~}~ilf !tf jf il~}f f ~~~;;'. 
,,<·.,~ .. ·~·-:::-;:·-·· ,~'~i:: --~~.. :.;.:',:,>.· 

:::::::::;:~:~::=:::3!:~i:::~~1~~f im~~~~ir~~:~~~::::. 
2 pnsos: primero las proteí~as· ~;,n ·~ . .;,pa:radas· por el.;,ctrofo­
resis y subsecuentemente se les hace reaccionar con su co­
rrespondiente anticuerpo por medio de inmunodifusi6n. lo que 



da como resultado la formación de líneas de precipitación -
individuales. 

El procedimiento se· inici5 se.leccionando una placa pa­
ra inmunoelectroforesis y· una plantill.a· de· car.tón. previame!!. 
te preparadas de acuerdo. a '1a· téc.nica descrita en el apénd!_ 
ce; se colocó sobre la placa la ¡;>laritillade ·cartón y con -
un tubo de plástico de 2 mm de·· diámetro· se hicieron los -
cortes circulares y con una hoj~cde·bisturí·se hicieron los 
corres paralelos de los canales; -~~~onti~ua~i6n se retir6 -
la plantilla de cartón- y mediante.-un aplicador de madera -
con la punta rota se quitó el gel ··de··.las horadaciones. Los 
compartimientos de la cámara· de·'·inmurioelectro:fore"is se lle­
naron con el amortiguador de barbital ~6dico, pH 8.6, O.OS 

23 

M. hasra un cm arriba de los elec~rodos, 3 continuncí6n se e~ 
loc6 la placa de agarosa en la cual se numeraron las horada­
ciones del l a 1 3 con núm.eros arábigos y los cana I es como 1 
y 2 con nfimeros romanos. Mediante una pipeta automática se 
depositaron 10 Ml de CGAH-PG en las horadaciones 1 y 2 y en 
la número 3, 10 loll de PN.h (:figura 8). Se coloc6 en las ori­
llas de la placa, papel filtro doblado en ángulo recto pára 
est1i,1ccer contacto con el omortiguador y se verific6 que -
no hubiera burbujas de aire entre el papel filtro y la su~ 
perficie del gel, se tap6 la cámara y se conect6 la fuente 
ele poder. se ajust6 la. intensidad de corriente a 150 vol--' 
tios y se hizo pasar la corriente por dos horas. 

Se destap6 la cámara y se retir6 el gel de los canales 
de la placa mediante la hoja de bisturí y con una pipeta ~ 

graduada se colocó en cada canal 0.1 ml de ASC-CGAH; se vo~ 
vi6 a tapar la cámara sin conectarla para tener una atm6s:f~ 

ra hBmeda y se permiti6 que el ASC-CGAH difundiera por 48 -
horas al cabo de las cuales se observaron los resultados. 

K) Determinaci6n de inhibidores de la coagulación en el ASC­
~. - El ÁSC-CGAH se puso en contacto con plasma normal -



humano (PNh) para determinar si era capaz de inhibi.r la act~ 
vidad coagulante de este a1timo. Para ello se colocaron en 
un tubo de ensayo el ASC-CGAH y el.PNh volumen a volumen, se 
mezcld' el contenido deÍ tubo, se incubó a 37°C por dos.horas 
y al mismo tiempo se pusieron dos corit~oles: uno co~ P~h-y -

suero de conejo no i·nmunizado y el otro con PNh y solución -
de cloruro de sodio al O. 85\. Al cabo de este_ tiempo se les 
realizó un tiempo parcial de tromboplastina y s·e reportaron 
los resultados (cuadro III). 

L) Purificaci6n del ASC-CGAH mediante absorción c-on plasma hemo­
~. - El ASC-CGAH se absorbió con el plasma de un hemofí­
lico severo con el prop6sito de eliminar los anticuerpos ine~ 
pecificos y probar posteriormente si en el suero.~absorbido .­
quedaba algún anticuerpo contra la GAH capaz de ser demostr~ 
do por método inmunológico y/o ml>todos d_e coagulación. 

l4 

El sistema consistió en colocar en:un xubb de ~..;~~~o (:o ml de 
ASC-CGAH y 1. O ml de plasma hemofílico, sb· ._i;ic\l~~;a·,,317c du­
ran te 2 horas, se centrifugó ~· se des.cart6 el ··precipit;.ul(); e_l 
sobrenandante (suero absorbido) se pro.;e,;6' del_i",,'~~iáli.ie..;te -
manera. 

Para la demostración de la actividad in~unológÍcai.se puso en 
contacto el suero absorbido y el CGAH-PG por medio de la téc­
nica de inmunodifusión en placa de agar. 

Para demostraci6n de.la actividad anticoagulante se col~ 
caron en un tubo de ensayo 0.4 ml de suero absorbido y 0:4 ml 
de PNh, se agit6 suavemente, se incubó a 37°C por dos horas y 
después se incluyó como fuente de factor VIII en una mezcla -
de generación de tromboplastina. P~ralelamente se procesaron 
dos controles; uno con amortiguador de VBis y otro con suero 
de un hemofílico con título alto de anticuerpo contra el fac­
tor VIII como control positivo (cuadro IV). 



CUADRO l 11 
DETERMINACION DE INHIBIDORES DE LA COAGULACION EN EL ASC-CGAH 

Tubos 1 2 3 4 s 6 7 s 9 10 

PNhº fml) 0.1 0.1 o.os o.os o.os o.os o.os o.os o. 05 o.os 
Solución de NaCl 
al 0.8S'L (ml) - - o.os o.os o.os o.os - - - •. 

Suero de conejo - - - - - - o.os o.os - -
no inmunizado (m1) 
ASC·CGAH (ml) - - - - - - - - 0.05 o .os 
Incubar a 37°C oor 2 horas 
Cefalinn activada con 

~ ~ ~/h i'l"/h' '///// V.//// ://h'l: /"////. '..·'"/../,. /'l'. • caolin (O. 1 ml) 
Incubar a 37ºC por 3 min. , ----..--,,.-./ r ~ ,,.---"" --'~ ..,,,-,,.-..,,. ~ :,,,...-,,.-,,.-./":, ~..,,...,,. ~ ~- .__, ./ .-'. ---~./ ..... ~..,,._, '~ 
CaCl, o -'92 s M (0. 1 ni l -:---.......-....-:: .....-__..-_.-e ::;..-___.,.........-...-:. ...-~~./:- -- ------- -~-- ---- ~------ -
Tiempo de coagu1aci6n 
en Scj,!undos 33 33 40 40 78 79 80 81 93 9S 



CUAnR:J IV 

ABSORClON DEL ASC-C1;AH CON PLASMA HEMOFILICO 

ASC-CGAH 
Plasma hemofílico 

Incubar a 37ºé 
rior dos horas 

Precipi t~dó'.:::. ;e·, 

(descartar)··· 

Poner·· e,~·-·~~-'b~~r~t'~-tcL~t2{;;:;:~~é~~~-
CGAH-PG • por,·.medi·a de:,·tlna·· 
técnica·de:inmunddifúsi6n 

"' - . ; 

Sobre.nadan te 

( suero>abrorb i·:.. d_::·_º~)._.,,~.:....~.:....t=T=u=b=t.o=======--;-J-:~~'J'::1t--"c-::-J-,;;:'.]:t?-:-l 
Suero hem6fílico 
·con: anticu·erpos· 
contra. la 'GAH 

Amorti uador, VBis 

PNh 

Incuba1· ·a 

Utilizar cada tubo ~n m~·z:cia de géner~ci6n 
de tromboplastina como· .. fuente. de factor ~ 
VIII. 
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Se obt:uvo un antisuero contra e1 CGAH-PG en conejos de acuerdo a -
la técnica señaiada en material y métodos. De los tres conejos -
inoculados se logró una respu~sta más sa~isfactoria en 2 de e11os. 
por lo cual se eligieron dichos conejos para hacer la sangr~a ~e 
cosecha y obtener el antisuero. 

Característica del antisuero.- Este antisuero es polivalente ~ 
pudieron demostrarse en el mismo. 4 bandas de precipitaCi6-rl'.,~por.:·~.:.'· 
inmunodifusi6n y por inmunoelectroforesis; contiene pf~-~i-P'.~~~~·~~;:---­
que dan positiva la prueba de precip_:itaci6n en tubo capila~.i.;(figti 
ra 2) • Por medio de la técnica de irununodifusi6n en· t>i;¡'d?d:;;::· ~ . -
agar. se observ6 el desarrollo de 4 bandas de preci~:i-~·~¿~f~.j.[~t~_'Ü~~-d.o 
el ASC-CGAH se puso en contacto con el CGAH-PG diluido:'.1)"{·)"2"¿.oh·' -· 

el plasma de una persona normal diluido 1 :2 (figura 3-'z'):'';i~:F.P6r:7 :. 
inmunoelectroforesis se obtuvo también la separaCicSn <·Cte·-p4-·:\b~~d~~· -
(figura 8) lo cual prob6 además que las bandas de precip,i,'é¡:~::Í.ón · -

tienen diferente movilidad electroforética. 

-, 
_, 

CGAH-PG 

~\SC-CGAH 

FIGURA 2 

4 (+) 

CGAH-PG 
SUERO DE CONEJO 
NO INMUNIZADO 
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3 

FIGURA 3 

2 

4 

CUADRANT!l-1 y Z 
llorada e iones 

Central.- CGAH-PG sin diluir 
Periféricas.- Diluciones pro 
gresivas del ASC-CGAH. 

CUADRANTE 3 y 4. 

lloradacion~~: · .. :· .. ,. '. ,. 
Central·.-. Cr.AH-PG Diluido 1 :Z 
Periféricas.~ Diluciones·progres~ 
vas del ASC-CÓAH. 

3 

FIGURA 4 

z 

4 

CUADRANTE 1 y 2 
Horadaciones 

Central.- CGAfl-PG diluido 1 :4 
Periféricas.- Diluciones pro 
gresivas del ASC-CGAH. 

CUADRANTE 3 y 4 
Horadaciones: 

Central.- CGAfl-PG diluido 1:8 
Periféricas.- Diluciones pr~ 
gresivas del ASC-CGAH; 



FIGURA 5 

't: ~ ~ IJ 

º~~ v .. 

3 

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 
Periféricas.- diluciones 
progresivas del ASC-CGAH. 

V.'f 

2 

4 

FIGURA 6 

• •Jíl.a 

3 

CUADRANTE 1 y 2 
Horadaciones 

Central.- PNh diluido 1:4 
Periféricas_diluciones 
progresivas del ASC-CGAH. 

CUAD~TE 3 y 4 
Horadaciones 

Central.- PNh diluido 1:8 
Periféricas.- Diluciones 
progresivas del ASC-CGAH. 

2 

4 



FIGURA 7 

2 

3 4 

CUADRANTE 1 y. 2 
lloradaciones: 

Central.- CGAll-PG sin diluir 
Periffiricas.~ Diliaclones progrcs~vas 
del suero de c~.Íl~j o rio inmunii.ado .. 

CUADRANTE 3 y 4 
llo radacforieS: 

Central.. - CGAll~Pr._:diíu.ido 1: 2 
PeriHri cas. - nii~'c{Ó-¡:;es pr;:,gresivas 
del sue.ro de cri~~J.'~'-<no.'..inmuni~-~do: ·· 



FIGURA 8 

.... >DWS O (1) 

(I) 

(2) 

'-------------) 

Horadaciones 1 y 2: 1 O Hl .i~'; ¿¿¡~é~it 
Horadaci6n 3: 1 O -j:U-:d.f?éPNh~-c •,_e.e.fo_' e.e 
Canal 1 y II u. 1 ml dé i\SC~CGAH' •. 



Se diseft6 un experimento para determinar si el ASC-CGAH contenía 
inhibidores de la coaguláci6n para lo cual se procedi6 de acuer­
do con el protocolo del cuadro I Ir.'. se' observ6 que la incuba.ci6n 
previa del plasma diluido alarga··los tiempos de coagulaci6n; con 
una prolongaci6n adicional cuando)s.:!'.,j_"¡:;~!'ba el PNh.:con él ·ASC- -
CGAH previamente. .-.- ··'··'.~;~J:;-~,."~-~o: ;,. 

' ,·, 
Se absorbi6 el ASC-CGAH eón pÍ~.imri.··h.;,~ÓfílicC. (su_er.o absor­

bido) y se le realizaron pruebas,inmí'.inol6gicas y-'prueb.;s• de·:ac'ti 
vi<lad anticoagulante dando los sigú':i.';.í'l't:·.;,;; 'r~surtad.t:is': '.• ' 

·-.-~:,,;t~-f~~;';~~~·.--·' - -- _·:-_, ·~~-""c"':}i":;;-~;~;- --· 

Demostraci6n inmuno16gica ~«~ ,-·-E.l_~~ ~ií~~9> ~t>sc;~"~~-d~·'.;~~~-¡:~r;-~-Ít~-;~-~ 
en contacto con el CGAH~PG por .m~d}'.~:~~~:·!~;.técnfC:~/~.~.i~.~~í'.in~~.V!:!. 
si6n en placa de agar, no form6 •ningu·n.a\.banda"de''p're_í:ipi:t'_aí:i6n·:· 

Demos trae i6n de la activid.;~ '=r1tÍ'¿~i~1.;n ~~~:i~~:i\•~"~JcÚ:a·.i;~'.Sor 
bido.1 al agregarse al PNh e incluirse' coino•:fuente.~-cÚ~·:,;•f~'ct:~·r VIÚ . . -
en me~cla de generaci6n de frombóplastina, di6 ~o·~ ·~J,'i¡~:i.-.;;.,t~~ ·re-
sultados: '.):.-· >·.··::',A·''" '>< 

1) 

2) 

3) 

Generaci6n de tromboplastina 
del PNh + ASCCCGAH absorbido 
con plasma hemofílico. 

Generaci6n de tromboplastina 
del PNh + suero de un hemof! 
lico con anticuerpos contra 
la GAH (control posit~vo) 

. ,_, ,'.~.:,, -~r:-~«>1}·'·--:~~; 

··.·~>i~S~;;xi.~=Tf~'f .•. ~.i~{f si~;" .. ·· 
. .,,_~-, ,-,., .. 

. ·'.,~)\/ ·",,·:'-'. ··:. '.- :,;.,;~> ·-.·.• <-:: .:.'/''. · ····.· .. }~trt~!~~i?i~~t~~ ; .. 
:;~~;~'.,f;~;i;t_·~ ·.;~~:i !::::~- ./::;:_·· 

,-·,,:,-;·,_:'"f-i. 
-- ~;:'· - , ~ , ",:~;::; 

~=n=~~~i~;i:e tromboplastiria <,~·; :.:~.~~:2'~~~?~{~'j'.iI·¡;~L s~g 
De acuerdo a los resultad.os ~nt.{~i;i;-t";/;' el'''~s~~,;~~H'absorbi­

do con plasma hemofíl ico no con ti en~ i~hib:Íd;;res d.eníc;i;trabl es. con 
prueba de generaci6n de trombopla~iina.· 
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Características del CGAH-PG utilizado para la obtención del 
ASC...C:GAH.- La actividad del CGAH-PG.al determinarse por mezcla 
de generaci6n de tromboplast~na. di6 lo~ siguientes resultados: 

1) 

2) 

3) 

4) 

5) 

6) 

7) 

8) 

9) 

10) 

11) 

1 2) 

Generación de tromboplastina 
coritrol 

Generación de tromboplastina 
del crioprecipitado 

Generación de tromboplastina 
del CGAH-PG sin diluir 

Generación de tromboplastina·: ··· 
del CGAH-PG diluido 1:"2 

Generaci6n de tromboplastina 
del CGAH~PG diluido 1:4 

Generaci6n de tromboplastina 
del CGAH-PG diluido 1:8 

Generación de tromboplastina.· 
del CGAH-PG diluido. 1 : 16 

Generación de trombopiastina 
del CGAH-PG diluido .1 :32 

Generación de tromboplastina 
del CGA~'.:cPG diluído 1:64· 

Generación de tromboplastin.;:.: 
del CGAH-PG diluido 1:128 

Generación d~ tromboplastina~. 
del CGAH-PG diluido 1 :256, .. 

Generación de tromboplastina 
del CGAH-PG diluido 1:512 

.8-9-9-9-9-9 
9-9-9-8-9-9 

Seg 

6-5-5-5-5-5 
6-5-5-5.,-5-6 

.9-,9.:-'8:.1 ó.:.t8F·9. ::'.i' . 

··~~J.f Í~~·=·tfo~~,~~.~~·.;~····· .. '' 
":': • .;:.,;;:}·>, - '·,:·¡~: f::: ~~·i.:=:.' '·: 

9_:9_:9;:9C:.9·..:8 <' 
9:.::9.:.9°.'.:aC:!l''.:.a .. 

- :~- ''.;-- ·- - .. -,._'.:;;, "--'>;; """· .. · ·, 

.1'0}!1/i 0:9;fo¡._1a~, .. 

•\q}_(,i~.t,J}~.~~;%~;";c: 
· 10".f9f9~~~·~,~~·1 ;,,;· .. 

10:2:!1::1():.::9_:9.:.10: 
.-:; ~;-.f~,::-·· ,-·;. :~_-.~~.,:~~ 

12:"::1 i ::11 '..:.{¡21(:'1 i::. 
11 .:.' 11 ;:, 12.., 1.1..::.1 2-i 1 -

---'-----,.'--'::--;;-~-

. 1sC.:12'l11;'-12.:·11::>12 
·· 1 3·.;.11~f2 ..::1'2~12~11 

.,, ~~'< ·····~-· ,_ ·\:~ :,·.;;' 
13.:12~.l.l-' 12:::)1'-12 
ú'.:cj 1': 12:.::'12:~ ú'('i{ 

: 16-14~ 14-1,4..:;1.42- 15 
i6'-.14~14:' f4~14,:t 4 

16-14-14-14-14-15 

seg 



13) 

14) 

15) 

Generaci6n de tromboplastina 
del CGAH-PG diluído· 1 : 1024 

19-17-15-15-15-15 
10-17-17-17-17-16 

Generaci6n de trombi:>plastina 11.:16~16-16-16-16 
del CGAH-PG di1Úídcv1:Z04S \:;,•' ,'18~16~'?6~16~'16~16' 

~:;~·~~i!~;~d=i::i;~,~.f ~f~~:~¡~,.~-~.:;.y~~H-~·~·; ·t;=!rn~T~~;-;c';:· · '· 
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Seg 

. " 
. ·-·.:,_ ~~~~-'.i--:- :;-·:_,~ ".~,-- .. ~-,.:::,:_,.~';;,·: ~~~~:::~3,;~if~d~'~-~-.::--.-f_~,-~---.-_-; ·---

:::! ): :f f ~:a~;:~::l~~if~f~~~~l~~~~~f j!~;,~~:~::;.· 
La electroforesis' réa1i2:_ada'· al ,:cGAH:,0P·a¡:mostr6';'la •apari.ci6n 

de varias bandas' dé Ias'.'cual.e~:ja corif;~J:;c>:;idi<.nte:':i, )S:: albCimina 
fue la de mayor tamaño Cf_igurn: gJ°. , · 



Plasma 
fresco 

CGAH-PG 

CUADRO V 

CARACTERISTICAS DEL CGAH-PG CON RESPECTO AL PLASMA 

Actividad es 
pacífica U/iñg 
de rotel:na 

0.023 

2.31 

Cene. de ,. 
fibrin6geno 

/100 ml 

0.4 

o .15 



FIGURA 9 

.· 

• 

"·'l¡·.é';•; 

~-~· 

-~!;;~' 

F.LECTÍWFORESIS DEI. CGAli-PG y DEL PNh 



38 

V. D I S C U S I O N e o N e L u s I o N E s 



La GAH es una glicoproteína polimérica con un peso molecu1ar 
superior a los dos millones de daltons (25.26). Está formada por 

subunidades de peso molecular de alrededor de 240,000. El análi­

sis de la fracci6n de carbohfdratos ha dado una composición que -

incluye ácido siá1ico 1\, hexosamina 2.8\, manosa, ga1actosa y fu 
cosa 1-2\. además se encoritr6 una fracci6n de.lípidos.que es inf~ 

rior al si del contenido de proteínas. 

El factor VIII procoagulante (FVIIIc) se asocia al factor de 

von Willebrand ci~culante y tiene u~a yi~a_media_de_aproximadame~ 
te 9 horas, pero administrado a animales < ~.on <:J:eficiencia de_l fac­
tor de von Willebrand. el facto·r VIII. procoagulante se elimina r!_ 
pidamente del plasma con una Vida medi3 de-_3.proX1:mád,amen1:e ·una ho 
ra (27), por lo que aparentemente ,;e·requier;. del factor .. de van - -

Willebrand para estabilizar 1a?f;;.acci6n' procoagul'ante· en éircula­

ci6n. 

Los métodos de purificaci6n. de. la GAH se basan principalmente 
en la precipi tacicSn con agente-s .tales-- como _e1 etanol, aminoácidos, 
análogos de aminoácido~, po1_i_et~iengl~c·o"_~: o _-P?r 'crioprecip.itaci6n; 
estos métodos precipitan G.ÁH:·jurito don:· fibrin6ge~o. Nosotros pur.!_ 
ficamos GAH con un .método de doble pr·ecipitaci6n efectuando prime­
ro crioprecipitaci6n· ~~gui¿fo · de.·r.e'S.Uspensi6Ü y subsecuente precip~ 
tación con glicina para· obtener.:.1<;> .. que se ha llamado concentrado -
de al ta potencia (17); .· Es· .. eviderite que est;a •f:racci6n preteica co!!_ 
tiene una al ta c'on·c~·fi.Í:Z..a~i-6rl" de fi,bri~ógeno·· y al búrnina como se de­
muestra en los -~:e~~tirtádóS:~-'"6oteniCf0S'·~ 

~~~:;~::~;:~m~l!~if ~~lj~i~;~f~Ii~~:~;~¡;m:;~~~~~~~n:;;~:~~~~ 
miento:; remuevén··~an;bi;;;:; é~nt:i:cÍO:ctes ~lg;...ifiéhtivas de .factor VIII. 
Ot:ro procedimi.;nto .es por digesti6n de fib.rin6ge;:;o con vene.no de -
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serpiente (veneno de Crotalus terríficos) (32), pero ésto también es 
acompanado de pérdida de actividad del factor VIII, lo mismo sucede 
con la digesti6n por otras enzimas· protéolíticas tales_ como plasmina 
y tripsina (9). · « .'< _ . .. , . . , 

::. :: fü~:;g::~;:;~.gi!;~~:Ji!~l~~~ii~iif~~~J~if~~!:1S~E~: 
Por otro lado se ha pre .. pa~~~o>~n puri'.tic~~o'de 'fáct~r VUI me­

diante part {cu las de v,idrio'.~de y;;~;,;;idad: cons'tS:ñ't:'.;,. CCPGJ ((33 ;;;4 ~35) ; 

es te método permite obtener uri 'pr~dlJcto .de iiitá:: pureza;¿ .-:p~ro {!'()f,_ ia .. '. ' 
desventaja de ser poco estable- iiri- scÍluci6n-> _, __ 

' . . . ! ,·: '.,,. ---.. 

Se ha reportado un concentrad.o de GAH plJiifÍ..;,adó 350", 000 veces 
~on respecto al plasma; _estos_ au~~res enco~tra~~n, una ~o~centraci6n 
plasmática del i'nctor VIII dt:/ap.:oximatlomentc ioo ng/ml>"'ei métC>do 
incluye cromato1rn1fía en gel• P.~p_e-,ipitaci6~~-~-º11:· s~·~1·f~1to:,:~e:_··.3.mo~i.Q, 
cromatograf1a en sefarosa y co~o dltimo pas~,filtraci6n'a·t~avés de 
una columna de QAE celulosá (36). ·--·- _ .. 

Rcclentcmente un nuev:o proceclimiento ha per~itido el aislami'en 
to del I' VIII_ libre del fact;,r é:i() von will.;bra~d; ,la aé~ividad es;e 
dfica del fa~tor VIII en cste'c;,nc.;'rl'~raé:lo'c';:de•apr'C>x'imada~erite "­
¡o o o u I mg, lo cual rep~esen 1:a:~ ú~;.<p;.;ÚficaC:i6n~:cie~~s o o ; ooo":..,veces :,con __ 
respecto al plasma (37). . .. ;;~;·~· ...... ..~~~~;¡:<, _. ";:)':: 

::. ::::.;: ¡:: '.:: :~: ~~; :m~~7it~%~J.~i~Gt:1~k~~~~;f ~.;;:.~I~H~:~;'.. 
de dicho concentrado incluye· las ·:·sig.tÚent·e·s; :,;;;, 'ínariej1in vo_l~menes -
pcquef\OS, se elimina una. gr~n· c.;.ritfd.;.~L de sustancias inde~'.;ables, se 
tiene un concentrado pur:Úicado- :air'-edcdor d.e-:.1 o :veces cC>ri'·.respecto -
al plasma (17), además se puede.preparar- en cÚalqúÍ~r laboratorio o 
banco de sangre~ 



Los m6todos para sensibilizar conejos con fracciones de1 plas­
ma han sido numerosos; uno de los primeros esfuerzos por-obtener -­
un antisuero contra la GAH lo rea1iz6 Richards (39), quien inyect6-
a conejos la fracci6n I de Cóhn la cual es rica en esta proteS".na. -­
Posteriormente a1 i:rs·'e desarrOlland~· nuevos métod_o·s d_e :p1i'r.ificaci6n 
de la GAH se hizo 'í::íb'~·i_t,Ye 0ii{ obt;,nci6n de ~n.an.tisÚero "riiás específi_ 
co l 2, 1. 9, 1o;3BJ: · Los/prócedim:ÍEiiito~ de seri~iilnizaci6n en dichos -
t ra bajos moS-tra~On-_:~¿._f~r·ta:~ Similitud·,.-:-- .e-ncOn.t·rá.ridosci·. _a1&una"·s , variacip_ 
nes en lo ·qlle _r.-~):i¡)~~ta;·_á·-,1n).ut.-il-Í.za.·é:f5),_--.,de·, adyuva~tes·--~-omo nuxil in-

~==0 e; ~~ :i~:~~f~~:t·i~t~i~!~~~!=i-~t~}~c'canUdad de antígeno inocu-

:::~~::• :::~"~·~Í~f i~!f iS~fü~~~~r~r i~i:R1~;:~f.;~Ei'fü~~~::: : 
resultados fue-Coi{·:.sa:~·~·sfri'ctol-iC>S·,~~~\-·,.·· -.,·,:~::;;1 .. , .. 

tisfa~~º;:~;e::'i~~rfilt!!~~·~·~~~~~ót~~i:í:~¡¡,~~!-:t~gI
0

iZ~·}I~~::a~ª= 
~:s º~:::!i:n ri:~=~~~~¡º~~-~~::~~f~~~i-~'r: ~¡~{~~i-~+i>s ~~Ti\~~f'.''~~~-i:éí ª -

. - . './~~--=~::t~.~'.~0-~:~ : .. \~~:.·:·,_ ' _, ,:· -.-co ~ ~:·::.;-:~:·:::: :·:·: :: ·.'; .:·· ·"_: .•..•. ;..:;: ·~·~ " :~~-~::~{·: ... ':.·.! :. ::/i~."~:<: ._"_ . /-f:.) ;~ ._·. 

Se sen~ ibi l.i:Z.6/a>Ün\ g~ul'o c:Ie .3cco.nejos ;r.con''.el''. CGAH-¡>G 'y 'se lo­
gró 
cho 
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de l:js cuat1·n bandas J~ pre~ipJr:1cl6n. Ucbido u esto se t:cndr5 

c1uc buscar otro tipo de absorbente; s~ podrfn pensar. en el uso del 
plasrn•• que quccJLt después de precipit"n,r "JLi GAJI por: .. alguno de_ loS m~ 

todos ya mcni.:iona:ios, pués en dic~o flla.sm:1 cs_t:G ·f.,rá·C:·~·'=ic~~~nt:C'..}I,u-
.,. º.> ~ ~.-.:~-.::·~-~ ~·.¡ - .,, -.scntc la C:;\11. -.. <·~-)~;:~:; -

.-\1 dct:crmin~r la- actividad ani.icongulant:e det' .. ~U~;i~.',~:abs'oTbi-· 
do por medio de l:i "téc_nic.:i Uc gcnerución dC: t:rombC?:Pf~~-t).'~~:!.-i?C?~_;_s_~:'. 
encontró njnl?una jn:hihici6n de 1a co:.iguJúción-·; s_~i:~·\::-~~-:~-~--_¡:.:g:~-~~-~: __ C1.:1~i{7" 
do c·l :\SC-CGAll sin ;ibsorbcr se puso en ·coJ.ltacto ____ C~~~·~.Y~~.í._;~;-p1a·s~ñ"--t1á_!:·--
mal humano se. o-bser"·6 un alargamiento de 10-S tiemp;;-.s, .d~.·.·.·co·?Suia-
1,._·ión en 

L:i µene.ración J.:- t:'rombopl.:-1st:inn con e( ~:r_ioP-~ci~:i'J:{:ffri'd·q-'-da -
ti cm pos muy_ corto~.. lo t..."LIU l sug i ~re J :1, ·~.~~j·~_ t:_c_nt:.j)]>~<l~~·t.J.-~·_'.>~c;~~"i. v~dor. 
de 1 .:-i co.:igu l ~ici6n que desaparece dcspuí!S <l~ -¡~ -~c~~:~·~.i)~.~ t·~.~-~6n -
con .t:licina. 

f>C' acuerdo a es.zos rcsul tndos .s-e ·podría ded·~-c{;;···tj·~-¿-_··::.~1 plasma 

hemof11ic-o utilizHdo pai~a la absorciqri _cont:i_c~n·?·::--1;1-n_~~:'·~r'Ü:t~-Í~.?-~.~ :rcla­
c iono.1da con cL factor \;1I1, inactí \".:J. Cfl ·-con.iúil-aC.i6n pe!"<:>: que con -

sc-rvu su:-:. pr~pic-dalies anrJ.cénicas- de mnncr:-1._S'im{1:ir. ~'-:>lo-:obServ·.:ido 
.: imm..:- i·m.:-111:- )" otros aut:ó res-· (2, b. 7 J .J ~.'~-.4~ -~ .f 4--, 45) ·>'·" ,:;---.. ·.: ror 

<lo 

Las conc.·lusione.s a las qúe han 11·e~~~do. dichos .autór~s han si­
que el antis.LI~."ro C.,,:tJntra la t--;:\11 obt.cn.ido'-3 tr·avés ·d~ ·animales de 

cxperimcnt:iCió!l· tnJc-~ ;::om_o lo3 ~~one._io~~-'· __ -::{.~--~-.ryc __ cs.pccj~f.icidad_-pil1.-:i -
uno e;> \.'ar:ios--s·i~-i-os dt:"--1~.-·c.1\I,--, .-en c.ambio".,lóS. nnt:i'cucrpo.S Obtenidos· 

en humanos (ejem; ~emofíli¿os p~lit:rans!~~did6~j 'son específicos p~ 
ra otros sitios. a_ntigéaicos de la niis~a· ·m.o·_~·éc,ula ~ 

Si ~e coml>ina.'.cl &~a de un conccn~~¡1Jo·dc G~Jr m5s p~r6 y.u11 -

absorbente más 'nclccuad<:' p.:-ira E;J ASC--CGJ\U se podri:1n obtener rcsul tf!_ 

dos mfis ccrcunos':a Jos esp~rudos; _ndcm5s se dcb~rfin clim~n~r compl~ 
tamcntc las J1ucllas de tro1nblna c1ue pe~manc~c11 en el suero~·ya qt1c 
est5 rcport:1do que incre~entnn la :1~tiviJu~ del f~ctor VI CI y que, 
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al contrario, grandes cantidades la inhiben (46,47,48,49). 

Otro aspecto que se deberá revisar en trabajos ulteriores es la 
técnica para determinar la.a~tividad inhibitoria de la coagulación 

en el antisuero<'.contra GAH;;y·a,que·cabe,la J>OsibilÍ.dad de que la -
técnj_c~ de generaci15n.'. de t;~mb,oplastiná .. ·;id:iptada'. eh esté,•trabaj o P!!. 
ra determinar dich;i'. a'ct:i.;Úi_ád.._'iio:· fuera lo'.s_llficieht~merit~ se,:,.sib le. 

;:.:;;:~~~!~~~ti.t~~;t~;1i~Ht1~~1i~~~1~~t~!c~~~!?~ti~;~::~7 
formación de antiCuerpos espec_{.ficcis' . ;~:/.' "''. ~:,·~,( \::'./ ' 

Los antic;uerpos contra. la:.GAHse· identificaf'.?,~;ié"M.~:Si.~lmente en 
pacientes hemofílicos que. no"se benefici,abari''ii:' la trans·fusión. de -

plasma fresco. Posteriormente se demostró• qu;,, : ta~t>{6i{·,p'od_ían enea!!. 
trarse anticuerpos contra el. factor VIII en ,el, po'st:párto~.··.,n,indid 
duos con ciertas eri.fermedades inmunológi'c~s ci a11i:X:g:{2¡¡'i;}'.:~5pecial- -

mente reacciones recien teS -a. pen~Cili_na" ~:<-~~:i~'.~ii_~iS~ji\í~.:~iil_~unes,, 
así como en individuos de edad av:mzada .iparerif~·¡¡;¿f\f·~'J5'imos; (SO, 5.1, 
5 2) . ; \-~~--I ·, '· <, .!'~- ·~"~'-· '; :· 

En 1956 se. demostró que es posible ·indu~·ir ~';;:.·''c6·;:,ej'~s .la forma 
ción de anticuerpos antiGAH (39) lo cual h.a' ;id~.é:'¡;¡.jfi~mado .. poste--

riormente en múltiples trabajos (2,43,44,46,53,s4,ss,S6,s7;ss,S9,60) . . ~ 

Inicialmente los antistieros obtenidos .. terrían·'·ari~};:,~erpos· contra 

mu"chas proteínas del plasma , por lo que no se podian·útili::ar como 
reactivos específicos. Recientemente, al mejorar los.' ·métodos· de puri:_ 
ficaci6n de la GAH, se ha dispuesto de material más purO·que ha per­
mitido obtener antisueros que pueden purificarse por a.bsorci6n para 
remover anticuerpos contTa contaminantes menores.. Se ha demos_trado 
también que los anticuerpos contra GAH obtenidos en pa,t.os y cabras, 
tienen propiedades más pareci~as a los obtenidos en humanos que los 
ancicuerpos de conejo (61,62). 



La capacidad de los anticuerpos contra GAH para inactivarla -­

varía 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 tratamie~ 
to de hemofílicos sensibilizados (63,64,65,66,67,68',69,70), . ..,:, .:~,-:_ .,:~~,-·, : __ -: > .::- --

Durante los años recientes se han desarrollado ,varia's- técn_icas 
para la determinación del antígeno del.- factor VIII .procoagula'nte -
por medio de métodos radioisotópicos, la mayo'r ~ parte:.-ut:Úi-.;:an:do an­
ticuerpos marcados con elementos radioactivos- obtenidos;·cie_:.j,acientes 

hemofílicos politransfundidos (71,45,8~72,73,74;1s,~~.1~;7~);'ulti­
mamcnte también se ha descrito un método d<; deter~inac:i.Sri. del, antí­
geno del factor VIII procoagulante con Í.nmúnoabsorbente; . .l.:i_gado á -
una enzima (ELISA) usando anticuerpos ol>'t:~nidc::Ís de.páciérií:''e5 hemofí 
licos poli transfundidos (79), además se''ilan d..;,;;r'·~::;1::ú,:cic,:,i,{fcidos bi 

sados en el empleo de anticuerpos murinom_onD.clo_nales' es'¡,'.;~ífi~os p~ 
ra el antígeno del factor VIII procoagulante (80,81~82)i 

La clonación molecular ,del g~ll que ~odific~ ~a;·;t.K factor VIII 

(83) ha constituido un avance impor'fa~f"é/;~i'que ha p .. ~m~~idci'obtener 
cantidades suficientes de esta,·:·proté~na.:par~ detér'."in:i'r 's~' 'se~uencia 

B 

no 
:,~ ~; 

La homología __ del f.actó'iyIIIcoll _s_e_ru1óplasmi,riá','sügiefe.:1a pos!_ 
ble participacióncle ot~C>.s '"io;.;~,,- mctáli~·¿~<-ciúer'e'rit'.;~;déÍ'c~lcio en 
la función del fáctC>r. v!Ii !.en'.¡..;;;;ó~t~~i~'\(s6J .< :,\ • ¡ v 

llo 

, ...... :::··. ,,>-:·,, . .,, ·.': .. · · .. ::··.· ·. ,.·I:;.;·t:::-:.: .. 
Este trabajo constit_uye_la iniciación de una' línea-de desarro­

de métodos de estudio de ~iversos aspectos fisioquímicos e inmu-
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no16gicos de 1as proteínas de la coagulación en los hospitales de­
la ciudad de México donde hasta ahora s6lo se han empleado métodos 
clínicos y métodos basados en procedimiento's de coagulaci6n de ---
plasma recalcificado. 
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Los procedimientos de centrifugaci6n se efectuaron en la mayo­
ria de 1os casos a 2897 G y 1a fuerza ce~trifuga se ca1cu16 con 1a 
siguiente f6rmula. 

n= revoluciones por-_minuto -
r= radio de 1a centrifuga 
G= fuerza centrifuga __ .-

''. : . ' ~ . .• 

Determinaci6n de 1a áctividád •y pu.reza der CGAH-PG 
.... <j~ °§,:···:- ... l.· ~·: ':>:·:.-~-, -_-,,-_ 

Actividad especifica de1 CGAH~i:a)= p~ .. U/JJÍlJ~\(16),.~'. 16 u/nÍ1 : 

Donde 1 U/ml correspónde '¡,,.¡:· ~~t-~JiJdd· .. de ¡; i:lJ eri .~~ p1asma 

normal humano y 16 coi;responde a1•recípi;óco,·d~ la 'di1t1c~6~<deL CGAH­
PG en la cual'" presen~-~< la1.-~-i.~~~~~:n~~~fi~-id-~d;::q-~~:{~~-l:·;'.:'~·I~;~~~~--,~C;'~ri;¡i?hüma·-

no. . .... · . :;;º¡tit?:·~ .'.:.;:~'.,.;.'?' •;:;:;~,:·~ ''';7;;i.'.;.~~L:~:";~!~~:·~;~: .... 
NOTA: La a~ti~Íd~c1:d~,·1~~-,(;~;;~#:~~"~~:~{:~:t~.~f'..~~N·~-~.;;~~?,~~tf~ ma-

nera: ·:~-;.:~ , .. ·-w~.,.·--------' .. ~"·:. ···"·-~/·;:·~·~;~~:>-/,'-~~--. ,--:: .. ··:"' .. >·.: ... ·,. , '· ... ·. ~·., ... ::/ ... >··,, 
Una unidad,.de'· .GAH/equival.e,o.a?.1a:,cantidad.~pres·ente:· en un 

mi i i i i;r/:i' d,§, . p~~:~,f::~~.~,;r,~i'-.~·'·~~~~H¡,·g¡.~p,;;;: .; .;, :· :;,~ . :e: 

~:r::~·¡;t::;,º~~~e'i.~.~~~~;;~J'.~~i~i:r:::~:!::. ~~~u!~asma· 
Acti'lfid,":d,~,.,spe~í!.~~ • ..,:2'.cl,~1. "'Actividad de la GAH U/ml 

plasma~ ~~;1?'.~{.~i~i~o/ ,:i;L·,;: . ~~~c~~!!:~i~~r!:1 ph~!=~~a~g/ml 

~~:!~!~~?~~i~~,i~~~~ ~:Í = Actividad del CGAH-PG U/ml 

, ., .. ~ .. :;;,'7:• ~~~c~~;:;~~~6~g,:1proteinas 
Concentrac~6ri de proteínas = 4.39 g/100 ml 6 43.9 mg/ml 
del plasma normal humano 



Concentraci6n de proteínas 
del CGAfl-PG 

0.69 g/100 ml ó 6.9 mg/ml 

Entonces el cálcu1o ciuedar~-~~_de la ~~g~.~_erite._manera:_," 

NOTA: 
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Soluciones de trabajo 

1) 

2) 

3) 

Amortiguador VBis 

Barbital s6dico 0.1 M -- ---- ------ -- --~- --- --,--
Acido clorh:tdrico O. l ·M:·-.::. . .::..::.·_·:..'.::. ___ :.:"'.:;·:::•.::.ec.::..::._•.:; __ _: 

Cloruro de s;,,dio 0.1.s M cfb\p\:.,.--.::...:_:~:.,.?.::.:-.:'~---

20 ml 

14~4 ml 
100 ml 

Amortiguador de barbital :o~éJ5,,;{',f';pH:;s;é'5t;]ff;.; :·. 
-~ -·~ ~ ~ --~l'~~~ji~~~G~~·:.~-;:~ .~ :.-f:¿-:. :_ __ ::.~·- -- -

~=:=. J.~:~.1~.:if :If ;~I;Ii2ii~~i~f if ii1~ií~*:i:=iI~I:; · 
,., ·.':.-:·> ~·::~\-~';,.! 

Reactivos. usados en <.la té~nici:l':··c1~ L1~0,:y • · .·· ;., .~,;, 
• . . n· i, 'L- :¡.::,,,<, - "·7· ·.·:.~Y .. ·· . .: 

Rea~:~::ix~d~ <l'~ · ;¡;~~l:f~'.tr .. N~~;·;J~;~~~~~:.c_c~::<:."~0fi8r.::.·..:_:. soo ml 

... :·;;:;;~~:;1t~ttti!~:~~~i~f ~i]~1~~1s~;1~f~iJ;;:-.a::,· 
·····~~;~::º~=:·~t\~itJ~~~~~~l~~~2!í~ll~=r?: =· 

Disolver. y aforar el sul,f1:tt~ <:1e:'<:obre,,con;-,1·¡¡ ~~i·~ci6n 
de tartrato d~ .,.o.di'· o~,~·;~bta .. ~.·16 ··'a:·.\so'o}~i::· ........ • .. ·.··.•.• .. :/ .;~::C.!,;~/;'· ' 

'• " .... :.; ".,... ' ' :: '''"~-''.'.;·'' 
.,),~:, .. ~;!!- .. ,:-",'. ···'~=·~·/:·~.~;'~.'<, . ,·.,:.·.::·,, ,._,,to·,~·'.,,.-

'··.~~-:;~~··::·. ..- .·. ~'.) > ::_'::_. ·.-,, .\'.:::·}1·,:,,-,.,{. 

·~·:~:,. -'::;:.~ ... , ..... ,, .. ·-?;· .. ::;--·.· J···.,; ·;::~~::::~r 
Reactivo A _______ .;.e __ .,;_·---~-------'--.:'"·--·----·--·.::.::..,; __ " 40 ml 
Reactivo· B - - - - - - _.;:'_'X_~·- -~~ -_ :_ ~ _ ~ -~-''::'_.:: ~ ___ ~ --~-'"~ _ 

Reactivo e·· 

1.0 ml 
Reactivo de fenol folin - Ciocalteu 



4) Dextrosa al 51. 

S) 

6) 

Tubos 

Dextrosa -------------------------------------- S g 

Acetato de sodio --------~--------------------- 0.2 g 
Agua destilada c.b.p. ------·-::---.--------c:~.:-:--·-~1.00 ml 

Soluci6n estandar de tirosina 
'f¡~ 

:!;;:i:;º~~~~;~:~_-9~ .. ~.-~ -;I~}~<1i.=.·:-.;. ; .. =.~~=:~~~.~";.=?·1º.: ... "/. !1 
¡:_,_:_~-

Prepara ci 6 n de zas d:ilti~iC.ne~ ci~1:TcG'A.ti:.'?a2.Y <i~i~'Asc::ccm ~ 
',_,,-,_:-- -" .. : '' ", ~ • ~.;_.::. ~:1:~3~, ;:~<:::: • H._,r¿"\'..~~~y:·.~.:~.:O'•<",;-"º 

El CGAH-PG y e1'Jl.sc.:.éé;Afl se'diiu,Ye~on;de/in¡¡nera progr~ 
si va en una soluci6n d_;~c:'loruro d;;)~&crf~; al O;S·S,'! .de la ma-
nern siguiente: . ,;,.:, "'' · •·. :·t'~1>:••' ·.;:;· .. 

e,_·,.:_~··- - ~'.e=--~ 

Se numéraron 13 tubos; se d~i~~ga p;¡rt:ir del segundo 
tubo o.s iri1 de ~01ui:l6n de clóruro '<le sC>dio al 0.85\, al -
primero y s~gtinde>.tllb6 se les agr".g6}ó:.5 ml ··dé.·1a sustancia 
a diltdr,~71·:~.;g·~~do ttibo sEi mez~l6 p·()i: fover~i6n y se .tom6 

o. s ml Y. s
0
e. p~s6•·,{7· t·e.:c.::<,ttibo y ~.ft· de<;;;~,¡era ~onsecuti va. 

Las\(é!Ílu~·;·c;.;.,¡s · q~.;r€~ ~.!>tú~i:.;#_o~ fu;;on las· 5 iguientes: 
'' '::"~"- ·. =-·• •• :,~ ¡ 

Diluci6n 

Tubos 

Oiluci6n 1/128 
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7) Preparación de las placas de agar para la t~cnica de inmu­
nodifusión (23). 

8) 

Se prepara.ron d'iluciones del agar-agar. a·."'dos concent.ra 
ciones.0';2i )'..,o·.9\ én solución de cloruro' de socifci.''..a1·:o;ss\, 
La pláca·0~PaZ.a:.-:·fia ':inmUitodi.f1..l'Si-6n Se_ Prepaz.6,_-·en>:;-dO~s.:/b~Pas·;- -la 

:::m:::r:tl:~·t~:j·:i;:t~~\Z!::~;~::;n:~ •. ·~3frjS~t~~~·!r~:;~~::;~·. 

~~;¡~~~~lf ! r~?f Il;;~;1i~~~i~~2lih=~'f t~~~t if~t~t 
:::~2:~i:~z~i~;~:i1:~f ~!f:~~:~::;:-ii!~1Z!t;~~~f~~~=;:::~ 
ti vos' difundiera,; entre fas \:a:pas d~ 'aga:H y n'~";f;iifi''e~ el 

agar ·y el fond;J ,·de· la ,~aja: ~.É>,t,ri ~·· .. ,,, ·.· '/ ;.;;;;;,;'~~E~.~. ;:cE · 
Prepa~acióri d(/ i~s pl~ca~<d.e' :~~rosa 'Pajliia;.úériié·,i: de· in-
munoelectroforesi·s (23 ,·24) ·:- ~:_,·, ·.-0·;-~c-·1>.-;:~:;5:----~ ~, -.,-" __ .--

·~l. - .. ~~:.<;:.· '~>··· :,;:,.:.· ./",:..'.,-;_·· 

Se preparó. una soluc:i6n selladciriFde'.agaros<Í .. :al· 1. si -

i~f ;!li~~~¡¡¡¡~¡¡¡¡¡~¡¡¡f !i!l!f !il!!ií!l~l~!1!!f ~¡~~ 
j 6 sol id i.f~.~,a ~\<~.~~{~·?"TI't.:in~~C:i;dn> se: co.1".'-~~. ·.":·1a'~:.·p:(ac¿{~de · . .-.i.r1!11~n2. 
el e.ctrofor~~~s··· ... -~·~.b·fi.·: Una ,_P}:~~a.· co~ún ·d~-~~~-~d~:·i.~.:·, b·i~t'.1_:· ··~-~-y-~l a­
da )' ccin· uña pipeta de 1 O .m1" se ve'rtió_''1a' soliíc'ió,.;: de··: agarQ_ 
sa al l .Si calie'nte empezando de los bordes· hacia el centro 
hasta dejar una capa de 3:0 mm de ·espesor; se dejó solidi-



ficar sobre la superficie nivelada y luego se colocó en 
el refrigerado~ por ZO minutos. 

NOTA: La preparación de las placas de inmunodifusión y 

de inmunoelectroforesis se debe rca.1 iz3.T u~- poco 

antes de rnontai -la -técnica para evitar" ;~<l;':1·e,:,.~e ·-se.­

quen. 
'· -··\: 

9) Preparación de lri plaÍ1.tilla· ;cÍ.e Cii.iióñ j)ii.r3Ti=-a-p1aC-ii de--· 

inmunoelectroforesis (24). UH --·--.,,.,- ,, •• ,- ·-------, ,, __ , 

-.- . ~·, 

La plantilla se prepºaró .en ~apel~~r;¡:_¿~-:4e S~l-~m dé 

::c~o m: ~: ~~á!:t~:r=:~as:n~g~:J;;:~,n~-!r~t~t,~t:~~i~fi~~¡~~:\· 
cm de longi t-ud por··-3 m~ de ri~(ChO-·--ca·~ff· ~n-~5';··-:º~--~-,~:_di:·s_tariC·i.-~ 
entre canal y cana 1 fue de 1. 4 _cm (figura :,1 O) .. 

10·1 Técnic" de Ouchtcrlon;--· (2~ 87) 

s~ l1rcpara ngar al .O.S-1.5\ dist~lto en:~na solu¿i6n 
lle Na Cl nl 0 .. 8\. En uñ.n caja de vidrio ~e vieri~ -u-n:· --­

cierto volúmen de agar caliente para- for~·a'r una cap~-·dcl­
!~<.1da !.-'L·llatlora; después de que.· se enfria dicha capa se CQ_ 
locan los moldes para las horadaciones en la s~perficie -
de 1:1 capa selladora. se vie~tc agar caliente para -formar 
una segunJa capa de :1lrcdcdor de 2-3 mm de espesor, se e~ 
fría y ~e rci~irnn Jos molJes. 

Se pueden reemplazar los ~oldes por un cort~d6~ y··­

proceder de la siguiente mariera; se .hacen los cor~~s :~el 
ªAªr con cr cortador después .d~ ... vcrtir ia segunda ·éaPa.':de 

agar y de enfriarla, o:i cont:inu.::1ción s-e a~-pira el ag'ar 'de 

cada horadaciQn con una pipct.a .con.ectadn. a un .sistem·a de 
vac!o. Si se c~plcu es·i~· Gltimo 1n6todo no se nccc~lta -
pone~ la cnpa selladora, pero ~i se recomienda se1·1nr el 
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fondo de la horadación con una cantidad mínima de agar -
caliente para evitar que los reactivos difuridan ·entre el 
geL y el fondo de la, <:aja. 

' ; 

La forma, 't:amafió y distancia d;, ln~,''1or¿id§cione,; d~ 
be ·ser e's~O:~-~~~:~'fdJ'y·a0~·üe"~dq~:;::}t~~~::. s_ls;~em~I::s'·~·i:~1-·.S'~~i~~~· .-ª ,. azlai.!_ 

zar. Para•,12~·~~ft: ·~'=:~;ñ~:~ofHu~Í~ii\1;·\lle~~~• 1as hora-

:::;i;~~~~~f !1f ~fü~~~r;~;~~~~~!~~~:tt;i;:,~!·:~:~1="~: = 
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