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RESUMEN

Dentro de las alteraciones hemorragicas m&s importantes se en-
cuentran principalmente, aquellos factores que por un defecto
estructural o a falta de una sintesis correcta producen cierta
tendencia a sangrar. Estos trastornos son conocidos como Hemo-

filias, las cuales se clasifican de la siquiente manera:

HEMOFILIA A 6 Clésica deficiencia factor VIII
HEMOFILIA B 6 enfermedad deficiencia factor IX
de CHRISTMAS

HEMOFILIA C deficiencia factor XI
Enfermedad Von Willebrand deficiencia factor VIII
6 HEMCFILA vascular

Pese a las investigaciones encaminadas a caracterizar los facto-
res VIII, IX, y XTI desde un punto de vista bioquimico, aGn falta

mucho scbre su conocimiento.

A continuacién se presenta un estudio detallado de cada hemofi
lia, con el fin de integrar los conocimientos actuales en lo que
respecta a estructura, funcién genética y metodos de diagndstico,

asi como lo nuevo en tratamiento de las hemofilias.
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TITULO
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II.- OBJETIVOS

Realizar una revisidn bibliografica detallada y actualizada
de los diferentes tipos de Hemofilias, asi como de los facto-
res de la coagulacién gue afectan a cada una de ellas ¥ con
el £in de integrar los conocimientos que se tienen de cada
Hemofilia para su mejor comprensién.

Investigar los Factores de la coagulacién que intervienen en
los diferentes tipos de liemofilia asi como su nomenclatura vy
participacién en la Hemostasis.

Integrar los conocimientos actusles de los Factores de la
coagulacién en losz diferentes tipos d« ilemofilia, investigan-
do aspectos como son:

a) .- Propiedades Bioguimicas.

b) .~ Propiedades Inmunolégicas.

c) .~ Sintesis.

Establecer la funcién de cada uno de Factores de la coagula=-
cién que afecta a cada una de las Hemofilias,

Conecer 105 aspectos Genéticos de las Hewofilias principal-
mente:

a) .~ Posibilidades Genéticas para su trasmisién.

b) .~ Tipo de portadores.

Investigar las manifestaciones c¢linicas que se presentan en
los diferentes tipos de pacientes Hemofilicos.

Es importante conocer los métodes para el diagnéstico de las
Hemoflilias come son:

a) .~ Pruebas de coagulacién.

b} .- Métedes Inmunclégices.

c) .~ Métodos Gené&ticos.

Consideramos que este trabajo es de suma importancia ya que
cerca del 95% de las enfermedades hereditarias de la coagula-
cién plasmatica, se conocen como Hemofilias y su tratamiento
es a base de productos sanguineocs, por lo cual es vital cono-
cer su manejo y obtencién ya que es una de las formas de con-
traer la enfermedad mis importante de la Gltima dé€cada o sea
el "SIDA".
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IIT.~-INTRODUCCION

La sangre considerada el liguido vital para el buen funcionamien-
to del organismo, se encuentra mantenida en condiciones normales
por dos sistemas fisiolégicos, proplos del organismo, estos son:
el sistema hemosté&tico y el sistema fibrinolitico, los cuales se

hallan en equilibrio din&mico.23:28,120

La hemostasis as una serie de mecanismos o fases responsables de
mantener, y prevenir el derrame sanguineo por una reparacién
ripida de cualquier ruptura vascular.28:32
1La hemostasis involucra la interaccién de las siguientes fases:
1.~ Fase vascular.
2.~ Fage plaquetaria.
3.~ Fase plasmética.
Estas tres fases estan perfectamente coordinadas entre si, con el
fin de llevar a cabo un sellc mecanico bien localizado y que sub-
secuentemente sea destruido por el sistema fibrinolitico, para

una reparacién final de la lesién,12,23,55
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1.-FASE VASCULAR.
Los vasos sanguineos proporcionan una superficle inerte de cé&lu-
las endoteliales, y pravocca que el flujo sanguineo sea mis lento

cerca del lugar lesionado.32(fiq. 1)

Estas c¢élulas estan dispuestas en forma de mosaico, estando
separadas, aungue suficlentemente adherentes para funcicnar como
una barrera eficaz para macromcléculas. La funcién del intercam=—
bio metab6lico de la sangre depende de los capilares de circula-

cién lenta y de la pared delgada de los mismos.23.32

Los capilares estian formados principalmente por cé&lulas endote-
liales planas ( endotelio ) y por una estructura fibrar diversa
( fibroblastos ). Las venas y las arterias tienen una estructura

n&s compleja, estan formadas por:23,28,32,55

a) TGnica interna, que incluye el endotelio formado por una
membrana basal, tejido eldstico y colidgena.

b) TGnica media, compuesto por cé&lulas y fibroblastos ocasiona
les.

c) Tfinica adventicia, que consiste en fibroblastos y fibras de
coldgena.

Conforme aumenta el tamafio de los vasos aparecen microfibrillas
no coldgenas en el subendotelio, y los componentes el&sticos se
condensan en una l&mina elastica interna bien definida que separa

la tGnica interna de la media. La nutricién de la pared del vaso
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grande a través de la pared del mismo se torna inadecuado, por
lo que el aporte sanguineo adicional para la media y adventencia
esta dado por una red de capilares llamados " vasa vasorum *.

El dafio vascular activa directamente a todos los componentes del
gsistema hemostéatico. Vasoconstriccién, comprende una respuesta
del vaso lesionado y estimulacién refleja de vasos adyacentes.
La disminuciédn de la velocidad del flujo sanguineo aumenta la
mayor eficacia para 1la adhesividad plaquetaria y una accién

eficente de los factores de la coagulacién.2?3. 28, 32, 55
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Eritrocito..............2
Revestimiento de la
C&élula endotelial......
Membrana basal......... :
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Figura 1. Estructura arteriolar
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Aunque la vasoconstriccién, no es necesaria para que ocurra la
hemostasis, es critica para prevenir desangramientos después de

la ruptura de grandes vasos especlalmente arterias.23, 28, 32

En la funcién plaquetaria, los vasos intervienen proporcionando
coldgena fibronectina y factor Von Willebrand que se ponen en

contacto con las plaquetas para dar la adhesividad.23/s 28, 32

En la coagulacidn plasmitica, el sistema vascular interviene en
la formacién del codgulo por activacién de los factores de coagu-~
lacién, estimulando tanto al sistema intrinseco come al sistema
extrinseco. Interviene en el sistema intrinseco en la activacién
del factor XII o HAGEMAN, por exposicién de las cargas negativas
de los grupos carboxile 1libres de 1los aminodcidos glutamico

y aspéartico de la coldgena.23, 28, 32

En el sistema extrinseco proporciona Factor Histico o Factor IIX.
El sistema vascular también intervienen en la fibronolisis esti-
mulandola por activacién del plasminégeno por la liberacién

de proactivadores de este.23, 28, 32

Las alteraciones vasculares se caracterizan por presentar anoma-
lias de los vasos capilares que pueden ser de tres tipos:23,28
32

a) Aumento de la fragilidad vascular.

Puede ser asociada a una deficiencia de la vitamina C que se
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manifiesta en forma de hematoma al menor traumatismo con posibles

equimosis y hemorragia franca en el seno de los misculos.

En los adultos,las encias sangrantes y blandas son una manifesta-

cién frecuente.

b) Permiabilidad aumentada por una anomalia del endotelio.
En este grupo de transtornos se encuentra la plrpura vascular,
los sintomas son los de una diatesis hemorrégica caracterizada

por una tendencia a los hematomas, equimosis y a las hemorragias

petequiales.23' 28, 32

c) Malformaciones vasculares de tipo telangiectésico.

Existe una enfermedad familiar caracterizada por una tendencia a

sangrar por las superficies mucosas donde existen anormalidades

vasculareu, a pesar de que las hemorragias pueden ser masivas,
las plaguetas y los factores plasmiticos de la coagulacién son
normales, a parecer, este transtorno es transmitido como un rasgo
somdtico dominante, estos transtornos tienen una caracteristica
discreta y aparecen clinicamente como telangiectasia, en cara,

lengua o en la mucosa oral.23, 28, 32
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2.~-FASE PLAQUETARTIRA

Las plaquetas son fragmentos de células gigantes denominadas
Megacariocitos, tienen forma de disco con diametro de 2 um, pero
pueden adgquirir facilmente formas irregulares, la estructura
plaguetaria consta de 3 zonas principales. Figura {(2)(9,12,33,55,

92)

2ona periférica, cubierta externa gue es importante en la recep-
cidn de estimulos y en la adhesividad y agregacién plaquetaria.
En ella también, se distinguen, la zona de membrana que esta
formada como cualquier otra membrana de proteinas y fosfolipidos
(factor 3 plaquetaric) y 1la zona de submembrana que es un
sistema canalicular gque esta en contacto con el exterior, inter-
viniendo en el intercambio de substancias durante la reaccién
de 1liberacién. En esta zona se encuentran todas las enzimas
necesarias para la sintesis de prostaglandinas y ademds, es sitio

de almacenamiento de ca.19: 12, 33, 55

Zona Sol-Gel, constituida por diversas fibras, microtubulos gque
forman el citoesqueleto gue la rodea y microfilamentos gue es el
sistema contractil formado por proteinas contractiles como la

Actin-Miocina.
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Filamentos especializados
Membrana exterior

Unidad de membrana
Microtubulos

Cuerpos densos

Grénulos

Glucégeno

Sist. Tub. Denso
Mitocondria

Sistema Canalicula

Figura 2. Estructura plaquetaria
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Zona de organelos, en donde se encuentra una gran cantidad de
cuerpos, como mitocondrias, granulos de glucogeno, gré&nulos alfa,
donde se hallan factores como el V, I, VIII-R, BETA~Tromboglobu-
linas, factor mitogénico, factor IV plaquetario.

Granulos o cuerpos densos donde se encuentra el ADP, AMP, Ca,

Serotonina y epinefrina entre otras sustancias.%:12,33,55

Las plaquetas desempefian una funcién muy importante en la hemos-
tasis que consiste en ; mantenimiento continuo de la integridad
vascular, paro inicial del sangrado por formacién del tapdén
plagquetario y estabilizacién de dicho tapén por la contribucién
de un fosfolipido (F3P) al proceso de la coagulacién. (12, 33)

Adhesividad gque se 1lleva a cabo entre el sistema vascular y la
plaqueta existiendo un puente de unién entre ambos formado por
el factor Von Willebrand, fibronectina y GPIb, un cambio de forma
que se efectua por un proceso de relajacién-contraccién en el
cudl se involucra los microfilamentos, agregacién que se lleva a
cabo entre plagueta y plaqueta y que para que ocurra se reguiere

de fibrinégeno, calcio, y glucoproteinas IIb - IIIa.

Para explicar la agregacién existen tres teorias :9,12,33

la. Que la agregacién se lleva a cabo por glucoproteinas de una

plaqueta que tiene receptores especificos en la otra plaqueta.

2a. Que se lleva a acabo entre la unién de la glucoproteina de

una plagqueta con la glucoproteina de otra plaqueta.
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3a. Que existe una sustancia intermedia que es fibrinégeno, que
sirve de puente de enlace entre las glucoproteinas de cada pla-
queta. Reaccién de liberacién es una concecuencia de la contra-
ccidn-relajacién que produce una desgranulacién y salida del

contenido de dichos grénulos.9'12133

Se pueden producir deficiencias de las plaguetas en los siguien-

tes casos:
Deficiencia cualitativa de las plaqguetas: (32, 55, 92)

Trombastenia hemorridgica hereditaria de Glanzman. Esta enferme-
dagd, se acompafia de pequefias plaquetas redondas gue carecen de
poder adherente,no forman conglomerados, incluso en presencia de

un gran exceso de ADP.

Deficencia de factor III de plaquetas, algunas variedades de

trombastenia se deben a la falta de este factor plaquetario.

Enfermedad de Von Willebrand.- En este caso hay falta de poder
adherente y ademds tiene asociacién con una disminucién del
factor VIII, conocida esta enfermedad como hemofilia vascular.
Deficiencias cuantitativas de plaquetas,55:92

Trombocitopenia. Existe una tendencia a sangrar clinicamenta
evidente, donde qujera que el numero de plaquetas circulante
disminuya a 70,000/mm?® o menos. Las manifestaciones clinicaé
consisten en la facilidad para hacerse hematomas y en las hemo-

rragias excesivas por laceraciones minimas.35:92
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La pGrpura Trombocitopenica Idiopatica. Es una enfermedad
trombocitopenica, esta enfermedad se da predominantemente en

adultos jovenes, aunque también afecta a nifios y viejos.

Se considera en general que la pGrpura trombocitopenica idiopati-
ca es una enfermedad autoinmunitaria, pero desencadenada por una
infeccién viral o una hipersensibilidad a farmacos actuando las

plagquetas como organo blanco para la respuesta alérgica.ss'gz

3.- FASE PLASMATTICA.

Aunque las plaguetas son la causa primaria de la formacién del
Trombo este depende de la indole fisica del polimerc de fibrina
que se forma como producto terminal de una serie compleja y
controlada de reacciones llevada a cabo por varias sustancias

denominadas factores de coagulacién.32'12°

La nomenclatura de dichos factores de coagulacién han sufrido
varias reviciones en el curso de los afios y actualmente se cono-

cen los que se muestran en la tabla (1).32,120
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TABLA No. 1

FACTORES DE LA COAGULACION

FACTOR

II
I1x
v

vVIix
VIXI

IxX

XI

XII
XIIX

PREKALICREINA
KININOGENO DE
ALTO PESO MO~

LECULAR.

NOMBRE CONOCIDO

FIBRINOGENO

PROTROMBINA

TROMBOPLASTINA TISULAR

CALCIO IONICO

PROACELERINA

PROCONVERTINA

FACTOR O GLOBULINA ANTIHEMOFILI-
cA (n)

FACTOR CHRISTMAS O FACTOR ANTI~
HEMOFILIA (B)

FACTOR STUART-PROWER

ANTECEDENTE DE TROMBINA PLASMA-
TICA .

FACTOR HAGEMAN

FACTOR ESTABILIZANTE DE LA
FIBRINA

FACTOR FLETCHER

FACTOR FITZGERALD-WILLIAMS~
FLAUJEAC.
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Por acuerdo internacional los factores son designados con numeros
romanos Yy cada uno indica el érden de su descubrimiento y nose-

cuencia en la reaccién.

Las reacciones entre los factores que conducen a la formacién de
fibrina se le conoce come cascada de la coagulacitén. Esquema (1)
12,13,15,33

Es una serie de reacciones gue envuelven en general la conhversién
de una proteina precursora gue se encuentra en circulacién en

forma inactiva (proenzima) a una forma activa (enzima).

La cléasica divisi6én en dos vias del sistema de coagulacién nos da
la via intrinseca que da inicio con el contacto con una super-
ficie y por el otro lado la via extrinseca que inicia con la

liberacién de factor I1I.12.13

El esquema esta basado en la clé&sica cascada propuesta por

Macfarlane (1964) y por Davie y Ratnoff (1964).

E% mecgnismo de la coagulacién esta dado por tres fases:
12,13,33

Fase inicial o activacién por contacto que esta dada en la via
intrinseca por los factores XII, XI, HMWK (factor fitzgeral),

KALIKREINAS (factor fletcher).13,15,33

Fase intermedia o formacién de trombina que esta dada en la via
intrinseca por los factores IX, X, VIII, V, protrombina y Ca

iénico y en la via extrinseca con los factores VII, III, V, X,
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protrombina y Ca++ Yy por Gltimo tenemos la fase final o forma
cién y estabilizacién de la fibrina que esta dada por los facto-

res fibrinogeno XIII y cat¥,12,13,33



ESQUEMA 1
SISTEMA EXTRINSICO
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{(MECANISMO DE LA COAGULACION)
SISTEMA INTRINSICO
Contacto con una superficie

Vidrio / Calicreina
Carga neg.

FACTOR XII ~—————————ee—>XITa
HMWK
HMWK
FACTOR XI »XIa
ca*
FACTOR IX >IXa

FL+catt FACTOR VIII--=

vII VI X Xatve ——

/ catt —]I
+ FL | ca?t i
III I
l
PROTOMBINA——————~TROMBINA~====== J
PEPTIDO

FIBRINOGENO FIBRINA +
AyB

y
TROMBINA [FIBRINA}n
Ca++

v
FACTOR XIIT—®XIIIa~ [FIBRINA)*

Plasninégeno————®Plasmina-p

Activadores Eroductos de Degradacién de la FIBRIN&
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SISTEMA FIBRINOLITICO

Es una .serie de mecanismos enzim&ticos encargados de degradar los
polimeros de fibrina que han formado el coagulo, en fragmentos de
diferente peso molecular que son facilmente eliminados por el
sistema endotelial.

Este sistema depende del mecanismo plasminogenoplafmifa Yy su
relacién con la c¢oagulacién se ilustra en el esguema 212,120

ESQUEMA 2 MECANISMO PLASMINOGENO~PLASMINA

| COAGU]I’_.ACION | | anmox'.l:s:s |
A
F-XIT KININAS
\
F-XI ACTIVADOR (5K/uk)

F-v [ X |

PROTOMBINA ———@ | TROMBINA ||FG||PLASMINA|=—PLASMINOGENO
\=

INHIBIDOR
- .-.-.§
F=XIL ~—————pF-XIII FN Fnpp
Sk-Streptokinasas L——D
Uk=-Urokinasas
FG-Fibrinégeno XL-FN
FN~-Fibrina

FnDP Producto Degradacisén Fibrina

XL-FN Fibrina Estable
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El plasminégeno puede ser activado por diferentes -
viag.12,72,120

Intrinseca por factor XII, extrinseca por factores tisulares vy
exbgenos por estreptoquinasas y ubrobinasas esquema (3). La
activacién por contacto reguiere la presencia de por los menos 4
proteinas plasm&ticas: factor XII precalicreinas, cinin6genos y
plasminégeno. Sin embargo se ha demostrado que la activacién del

plasminégeno medida por contacto es dafiada en plasmas deficientes

en factor XI (pta), Hadeito Saito, 1980.62

En el esquema se muestra el paso de plasminégenc a plasmina. El
activador desdobla al plasmindégeno en su extremo aminoterminal en
el enlace arg-val dando lugar asi a la plasmina.
ESQUEMA (3)
PASO DE PLASMINOGENO A PLASMINA

PROACTIVADOR

XIXa

ACTIVADOR

PLASMINOGENO =—————————) PLASMINA
'y

ACTIVADORES TISULARES
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La plasmina o fibrinolisina es una enzima que se parece en mucho
a la tripsina por su amplitud de accién como endopeptidasa que
rompe los enlaces lis-arg de la fibrina. Ataca al fibrinégeno de
la misma intensidad que la fibrina. En la degradacién inicilal el
fibrinégeno disminuye su peso molecular de 340,000 a 270,000 con
la liberacién de fragmentos de bajo peso molecular a partir de
los extremos carboxiterminales de las cadenas Alfa y de los

extremos amino-terminales de las cadenas BETA.12,71,110

La estructura molecular gue permanece llamada fragmento x (peso
molecular apréximado 270,000) retiene la propiedad de participar
en la formacién del coagulo, cuando se expone a la trombina. Sin
embargo coagula con lentitud y su presencia debilita 1la
estructura del coagulo.El fragmento X tiene todavia mas divisio-
nes por la acccidén de la plasmina, hasta derivados
llamados fragmentos (peso molecular aproximado de 150,000) y
fragmento d (peso molecular aproximado 94,000), ambos son no
coagulables, aunque interfieren en la formacién de hilos de
fibrina y son anticoagulantes potentes. Conforme se completa 1la
degradacién, el fragmento X se reduce hasta dos fragmentos més: D
y E. Este Gltimo contiene el nudo disulfuro-N terminal, con peso
molecular aproximado de 55,000 y es relativamente menos activo en

relacién al efecto coagulante.l12,71,110

cada molecula o monomero de fibrina (fibrin6geno) da origen a dos
moleculas de fragmento D y una molecula de fragmento E, mas un

nimero de peptidos de peso molecular pequefio esgquema 4. Estos
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productos de degradacién son eliminados de la circulacién por el .
sistema reticulo endoteljial en un tiempo medio aproximado de 9
horas, tiene funciones de inhibidor en la formacién de fibrina
por blogqueo competitivo de la polimerizacién del monomero de

fibrina, ademis, alteran la agregacién plaquetaria. Esguema 4

ESQUEMA 4 DEGRADACION DEL FIBRINOGENO
Fragmento X (270 000)

l ] ﬂ Plasmina I I Plasmina
_—
Fibrinégeno Fragmento D
(PM 340 000) (94 000)
Fragmento y
| | (150 000)
PLASMINA

| %ﬂ‘]:

Fragmento D Fragmento E
(94 000) (55 000)

1
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INHIBIDORES NATURALES DE LA HEMOSTASIS

La coagulacién sanguinea y fibrinolisis es un sistema enzimidtico

multicomplejo formado por proenzimas, cofactores e inhibidores.

El control-regulacién de estos sistemas ocurre por:

a) contrel de la activacién de las proenzimas similares a 1la
tripsinserin proteasas, o de la liberacion de estas enzimas a 1la

sangre.

b) Por neutralizacién de estas enzimas, activadas por inhibido-
res. Estos inhibidores con la excepcién de la ALFAZ? acroglobuli-
na, forman una relacién estequiometrica I:I con las-proteasas, el
mecanismo de reaccidén de los inhibidores de proteasas, exacta=-
mente no ha sido bien establecido, pero las evidencias acumuladas
muestra que el mecanismo de interaccién puede ser de naturaleza
similar al establecido entre proteasas e inhibidores de bajo peso
molecular de origel animal o vegetal; a saber, formacién de
enlaces covalentes entre un centro reactivo del inhibido y el

centro de serina de la proteasa. Tabla2(12,110)
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TABLA 2.- INHIBIDORES NATURALES DE LA COAGULACION

INHIBIDOR|CONCENTRACION| PESO) CONTENIDO j CONTENIDO{ NUMERO | PROTEINAS
mg/100mil molelaminodci |carbohidr|cadena|INHIBIDAS
cula} dosd adasd

ALFAL 29045 54, 86 12 1 |X1ia,Trom

ANTITRIP- 000 Plasmina,

SINA Tripsina.

ALFAl 49%7 69, 73 25 1 |Plasmina,

ANTIQUI~ 000 Qumiotrip

MIOTRIP- sina.

SINA

INHIBIDOR S0 160, 90 8 Plasmina

INTER- 000

ALTA TRIP

SINA

ANTITROM- 24%2 65, 85 i3 1 Trombina,

BINA 111 000 Xia, 1ka,
Xa,X1lia.

cl 2413 104, 65 35 1 |cs,

INHIBIDOR 000 Kalikrli-
na,Plas-
mina,Xia
Xila.

ALFA? 260 70 |725, 92 8 4 {PlasminG-

MACROGLU- 000 genoacti-~

BULINA vado, Plas
mina,Kali
kreina.

ALFA? 7%2 | 70, 87 13 1 |Plasmina

ANTIPLAS- 000

MINA

INHIBIDOR 80, Plasminé

DEL 000

PLASMINO~-

GENO
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IW.-HEMOFILIA nan

ANTECEDENTES

Clésicamente se ha definido a la hemofilia A como una enfermedad
hereditaria recesiva 1ligada al sexo, la cuil se presenta
solamente en el hombre y es transmitida por mujeres portadoras
que no manifiestan 1la enfermedad; es decir gque no presentan

procesos hemorragicos.36

La enfermedad se manifiesta a temprana edad, por una tendencia al
sangrado anormal. Se ha comprobado que la hemofilia por
deficiencia del factor VIII es una enfermedad hereditaria de
transmisidén recesiva ligada al sexo, esto es, que el gen respon-
sable para la manifestacién de la enfermedad esta contenido en el

cromosoma sexual,3€

La enfermedad se manifiesta en el sexo masculino (XY) y la mujer

{XX) actGa como portadora y transmisora.

Los hijos de una mujer portadora pueden ser sanos o
hemofflicos,las hijas de un hombre hemofilico seran portadoras y

los hijos sanos.

La hemofilia también puede presentarse por una mutacién en un
LOCI sobre el cromosoma "X" y como resultado, se origina 1la
alteracién en la produccidn del factor VIII. Este puede ser el

caso en donde no se demuestran antecedentes hereditarios, por lo
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tanto, puede haber hemofilia de aparicién espontanea en algunas

familias.

La deficiencia del factor VI1I varia importantemente de
hemofilico a hemofflico; de acuerdo a su porcentaje, se clasi-
fica en tres tipos, considerando como valores normales de factor

VIII coagulante el rango de 50 a 150 % de actividad. Tabla no.3
9,47,60,102

TABLA No. 3 Clasificacidén de los grados de Hemofilia

severa: actividad coagulante menor a 1 %

moderada: actividad del factor VIII entre 1y 5 %

leve : actividad del factor VIII entre 5y 50 %
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La hemofilia A se presenta con una frecuencia de 3 a 8 casos por
100,000 habitantes y constituye el defecto méds importante vy
frecuente de las deficiencias hereditarias de los factores de la
coagulacién, En terminos especificos, la deficiencia del factor
VIII, es llamada hemofilia A o clasica; y el tiempo que tarda en
manifestarse en el individuo, puede ser temprana o tardia, segfin

el grado de severidad que presente.®s23,48,60

Los signos mis comunmente observables en individuos gue padecen
este problema son los siguientes : hemorragias que pueden ser a
nivel nasal, bucal, muscular, cerebral y principalmente a nivel
de articulaciones ; estas Gltimas particularmente dejan en el

individuo serias secuelas articulares.9,23,48

Para el diagnéstico de la hemofilia, el médico se basa en una
historia clinica cuidadosa, aunada a los estudios de laboratorio
que comprenden tiempo de sangrado, cuenta de plaquetas, tiempo de
tromboplastina parcial, tiempo de trombina, tiempo de protrombina
Yy la cuantificacién del factor VIII, estas pruebas de laboratorio
son inmportantes ya que permitira confirmar y clasificar el tipo
de hemofilia.9:23,48

Para el tratamiento de la hemofilia se requiere un grupo multi-
disciplinario de especialistas en el que se incluye, un
Hematélogo, Psiquiatra y Fisioterapeuta, entre otros y se puede
reunir, a manera de terapia sustitutiva,al plasma fresco congelado

a los crioprecipitades o al factor VIII leofilizado.9:23,48
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IV1ESTRUCTURA

durante las Gltimas 3 decadas se ha hecho intensa investigacién
" de interes sobre la hemofilia clasica y la enfermedad de Von

Willebrand, los dos desérdenes hemorrégicos mas comunes.

Estos estudios han conducido a una mejor comprencién de la es-

tructura y funcién del factor VIII.

El concepto de que el factor VIII tiene dos funciones biolégicas
distintas, actividad coagulante y un papel en 1l1la hemostasis
primaria fué& sugerida en principio como una explicacién del
defecto dual en la enfermedad de Von Willebrand. La interferencia
l6gica de gue el factor VIII es una molecula bifucional fué
reforzada al reportarse que las proteinas purificadas de plasma
humano y bovino tenian ambas 1la actividad procoagulante del
factor VIII y la capacidad de interactuar con las plagquetas de
tal forma que puedan reflejar un papel en vivo, en la hemostasis

primaria.14,77

Estudios subsecuentes han sugerido una interpretacién alternati-~
va, la cunal es ya generalmente aceptada y postula, que el factor
VIII un complejo de dos componentes que tienen funciones distin-
tas al igual que las propiedades bioquimicas e inmunolégicas y

control genético. Las propiedades de esos ponentes se r

en la tabla cuatro y su formacién se ilustra en la fig.%r66,67
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Un componente del complejo factor VIII/VW, tiene actividad pro-.
coagulante de factor antihemofilico se designa como VIII:c este
es inactivade por anticuerpos humanos Y puede medirse como

VIII:CAg, cuando es usado para inmunoensayo.ao

El otro componente mayor, comprende la mayoria de la masa protei-
ca, e interactua con las plaguetas de forma tal gue promueve la
henmostasis primaria y puede ser inmunoprecipitado por antisueros

heterélogos.ao

Este generalmente se designa proteina emparentada con el factor
VIII (o proteina relacionada con el factor VIII) (VIII:x) o
factor Von Willebrand puesto que esta se encuentra reducida en
cantidad o es cualitativamente anormal en la enfermedad de Von
Willebrand. (80) Aunque se a sugerido que los dos componentes
tienen propiedades de una molécula simple, varias series de datos

ha demostrado las diferencias esenciales de las dos proteinas.
30,109
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Proteina procoagulante factor VIII; factor antihe-
mofilico identificado como:

factor VIII procoagulante activo (VIIXI:C)

la propiedad procoagulante del plasma normal gue

es medida en pruebas de coagulacion estandar.

Determinante antigénico asociado estrechamente con
el VIII:C, medidc por inmunoensayos con anticuerpos

humanos.

proteina ligada al factor VIII:

factor Von Willebrand

una proteina polimerica grande que es necesaria pa-
ra la adhesién normal de las plaquetas y tiempo de

sangrado in vivo.

determinante antigénico del factor de Von Willebrand

detectado por anticuerpos heter6logos.

Cofactor de la ristocetina, actividad necesaria para
que la ristocetina indusca la aglutinacién plaqueta-

ria.

Tabla no. 4

Nomenclatura para describir las diferentes propiedades del com-
plejo FVIII/vw
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DIFERENCIAS DEL FACTOR VIII Y DEL FACTOR VIII:R VW

1.- la proteina procoagulante factor VIII y la proteina empa-
rentada con el factor VIII son controladas por diferentes genes.
La deficiencia aislada del VIII:C es caracteristica de la hemo-
filia cl&sica, una enfermedad que transmitida por herencia ligada
al cromosoma X. En contraste el VIII:R reducido o anormal se
encuentra en la enfermedad de Von Willebrand y el patrén de

herencia es el de un gen autosémico. 109

2.~ Las dos proteinas pueden separarse por cromotografia o

centrifugacién en buffer de gran fuerza i6nica (Nacl 1 m. O Cacl?
0.24 m).117,118

En muchos estudios, la inclusién de proteasas inhibidoras en los

buffers no afecta la separacién.96,108

3.~ La concentracién de las dos proteinas en el plasma, medida
por funcién o metodos inmunolégicos, varian independientemente
bajo ciertas cendiciones, lo mis sorprendente es el periodo de

postransfucién en pacientes con enfermedad de Von Willebrand.6®

4.- Las dos proteinas poseen diferentes determinantes
antigénicos. E1 factor VIII procoagulante activo es inactivado
por anticuerpos humanos de hemofilicos multitransfundidos vy
pacientes con inhibidores espontaneos; cofactor Ristocetina
activo (VIII:RC) y el tiempo de sangrado son caracteristicamente

normales en estos pacientes. Cada una de las proteinas puede ser
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medida por inmunoensayo debido a su independencia una de la otra.
64,75

En el anti VIII:C humano unido a sefarosa remueve el VIII:C Yy

(VIII:CAg) del plasma, pero sin cambios en los niveles de VIIIRAg
121

5.~ Las propiedades biol6gicas de las proteinas son
idependientes, 1la proteina procoagulante retiene todo el VIII:C
activo en ausencia virtual de WIII:RVW (una VIII:C/VIIIR:Ag
relacién de 12,600:1) y la proteina relacionada con el factor
VIITI puede tener actividad de VIIIR:RC en ausencia de VIII:C

detectable.113,118

Los dos componentes del complejo factor VIII/VW interacttan, sin
embargo, sus concentraciones varian bajo situaciones normales, de
estress y patolégicas y los metodos de purificacion estandar
separan intacto (dos componentes) el complejo factor VIII/VW de

otras proteinas plasmaticas.1©

Esta interaccién sera considerada con mis detalle después de 1la

descripcién de las propiedades de los dos componentes.
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Iv.2 Proteina procoagulante: factor VIII: factor antihemofilico .

Propiedades Bioguimicas

Hasta el momento, existe poca informacién acerca de las propieda-
des bioguimicas de la proteina procoagulante factor VIII con
pocas excepciones, los estudios de las funcién del VIII:C se han
efectuado con el complejo factor VIII intacto y s6lo reciente-
mente la proteina procoagulante factor VIII ha sido caracterizado
después de la separacién del VIII:R al igual que de otras protei-

nas plasmaticas,$4,113,114

El VIIX:C bovino ha sido purificado aproximadamente 300,000 veces

del plasma por vehar y davie.ll4

Aungque las propledades de filtracién del gel G-200 de la proteina
VIII:C activo sugirieron un peso molecular de 250,000 - 300,000,D
el andlisis electroforé&tico en gel con dodecil sulfato de sodio/
urea~-poliacrilamida identifico un triplete de bandas de proteinas
con pesos moleculares de 85,000, 88,000 y 93,000. Las propiedades
electroforéticas no cambiaron cuando el VIII:C fué reducido con
2- mercaptoetanol, peroc el rompimiento proteolitico a pequefias
proteinas podria efectuarse por incubacién con trombina, factor
Xa purificado o proteina C activada, el VIIIC bovino purificado
no posee actividad de agregante plaquetario.10.114

Los anticuerpos para la proteina VIII:C elevados en conejos

inhibieron el VIII:C procoagulante bovino activo pero no afecta-
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ron la actividad agregante plaquetaria del plasma bovino. Esta
observacidén sugiere fuertemente que la proteina coagulante es
separada de la proteina responsable de la actividad agregante

plaquetaria.lo'll4

La proteina procoagulante factor VIII:C humana no fué purificada
con homogenidad y puede ser dificil obtener el volumen necesario
de plasma humano que tiene que ser colectado de manera gue se
redusca la probabilidad de modificacién del VIII:C in
vitro.10,114

Un problema mayor que resulto en la purificacién del VIII:C es el
pobre rendimiento con todos los metodos estandar. Por ejemplo,
solamente 0.4 mg. De proteina VIII:C bovina ha sido obtenida por
cada 125 1litros colectados especialmente de plasma bobino, un
VIII:C recobrado estimado de 1 %.10,114

Estudios recientes del factor VIII:C separado del VIIIRVW y otras
proteinas plasmdticas humanas mediante una técnica inmunocabsor-
vente, para determinar las propiedades de factor VIII:C es la mas

aceptada, 13

Mientras que este VIII:C no es estable en ausencia del suero
bovino albumina o proteinas similares que previenen 1la perdida
del VIII:C de soluciones muy diluidas, la preparacién puede ser
estudiada por 2 ensayos VIII:C funcional y mediciones de VIII:CAg
para determinar las propiedades del VIII:C cuando se esta sepa-

rando del VIIIRVW.

Aunque es dificil explicar la posibilidad de que la proteina se
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modificarid durante la purificacién , las proteasas inhibidoras .
estaban presentes durante el procedimiento y el VIII:C purificade
tenia la misma razon de actividad funcional e inmunolégica como

el plasma del que esta fué separada.

El peso molecular , estimado para la proteina prococagulante

factor VIII:C humano separada de esta manera es de 285,000 D.(64)

Este valor se calculo a partir de las propiedades del factor

sobre la filtracién en gel sephadex G - 200.

El factor VIII procoagulante activo no es inactivado cuando el
complejo es incubado con agentes reductores , por ejemplo 2 =~
mercaptoetanol 0.05 m. Esta estabilidad fué notable cuando se
comparo con la rdpida perdida del cofactor de ristocetina active

en el esperimento.64

Los grupos tiol intactos parecen tener un importante papel en la
funcidén del VIII:C y una variedad de tioles inhibidores , inclu-
yendo el reactivo especifico, A&cido P-Cloromercuribenzoico,

inactivan el VIII:c.4

Este factor tambi&n se ve afectado por el ph y la concentracién
de calcio. Es mas estable entre ph 6.9 Yy ph 7.2 y es marcadamente

menor por debajo de ph 6.9 y por encima de ph 8.4

El muy bajo contenido de VIII:C de plasmas tratados con EDTA y
resinas de  intercambio iénico indican que la concentracién de

cationes en plasma también es importante.
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Aunque el VIIXI:C humano no ha sido purificado en cantidad sufi-
ciente para el andlisis de carbohidratos, existen evidencias
indirectas en ambos casos de que la molecula contiene residuos de
carbohidratos.

La conconavalina -A~ agarosa se une al VIII:C purificado y es

eluido por el azucar alfa-D glucopluranosido.g'113"14

El éxito limitado de la purificacién del VIII:C, ha hecho necesa-
rio expresar el contenido en plasma de esta proteina tomando
estandares de plasma humano colectado y almacenados de manera que
se reduzca la probabilidad de activacién o perdida del VIII:C.
Asi todos los valores de VIII:C y VIII:CAg son medidos arbitra-
riamente come una relacién. Aquello no tiene ninguna interpreta-

cién molecular hasta ahora.?,113,114

Podemos, por su puesto, estimar la cantidad de proteina que
correspeonde a un nivel de plasma normal de 1 U/ml. A partir de
las mediciones del complejo factor VIII/VW humanc intacto y la
proporciétn de proteina que representa el VIII:C, el valor es

apré6ximado 50 Ng/u.30,109

Puede obtenerse un valor similar para la actividad especifica del
VIII:C bovine aparentemente homogéneo (45,000 u/ug).114 Debe

reconocerse sin embargo, que la consentracién ‘estimada en plasmpa,
222Ng/ml, es incorrecta si el VIII:C purificado incluye proteinas

que pueden ser activadas o inactivadas.
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Iv.3 Propiedades Inmunolbgicas

El anti-VIII:C humano, obtenido de pacientes hemofilicos multi-
transfundidos que desarrollaron inhibidores y de individuos, los
cuales forman anticuerpos gque inactivan el VIII:C no forman
inmunoprecipitados con el VIII:C o el complejo del factor VIII/VW
detectables. No obstante, ese suero puede usarse para detectar el
determinante antigénico del VIII:C por esayos de neutralizacién
con anticuerpos y por ensayos inmunoradiometricos para el

VIII:CAg m4s sensibles,.75/86,101

El inmunoandlisis del VIII:CAg requiere anti-VIII:C humano marca-~
do radiactivamente que haya sido purificado mediante la prepara-
clén de complejos inmunes seguido por su separacién y disolucién

a bajos ph.

Los anticuerpos han sido obtenidos de sueros con altos titulos
(m&s de 1000 unidades Bethesda/ml). Se han o¢btenido resultados
similares con otros dos metodos diferentes de an&lisis, separa-

ciones en fase fluida y doble fase sé1ida.75,86,101

La sensibilidad del andlisis del VIII:CAg es de 0.01~0.03 U/ml en
muchos laboratorios y el coeficiente de variacién para ese andli-

sis es 10 %.75

En general} existe una excelente correlacién entre el factor
VIII:CAg, el determinante del VIII.CAg es mids estable que el

VIII:C active, sin embargo y esto es notable en el caso de suerog
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en el que los valores de VIII:CAg son 60% - 80% de aguellos en el -
plasma correspondiente, aunque no existen niveles residuales de

VIII:C activo.86,101

Estudios efectuados con VIII:C purificado y alfa-trombina humana
demostraron una dependencia menor de reactividad de VIII:CAg a
bajas consentraciones de trombina del 6rden de 0.1 Nihu de trom-
bina/ml ~ a 60% del valor original y cambios cualitativos en 1los
determinantes del VIII:C expnestos a altas concentraciones de

trombina. 64

Esos experimentos probablemente sobreestimaron el efecto de la
trombina sobre el VIII:C puesto que fueron efectuados en sistemas
purificados y 1las proteinas inhibidoras usuales del plasma no
estaban presentes. Esta claro que la trombina tiene un efecto
detectable sobre el VIII:CAg, pero que esta medida es mucho més
estable que la actividad procoagulante.

Se cree que la molecula del factor VIII se puede representar con

el siguiente esquema (5).85'98
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h
F
v{ £. A. H. normal
W
R1
Rl
Rl, r2, h = Determinantes antigénicos
£. V. W. = Factor Von Willebrand
£. A. H. = Factor antihemofilico

(*)

Sitio del factor VIII con

actividad coagulante.

Esquema 5 molécula del factor VIII

(*)
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Iv.4 SINTESTIS

Muy a pesar de muchos investigadores, el sitio de sintesis del
VIII:C no es conocido, tanto los estudios de transplante y perfu-
8ién sugieren fuertemente que el VIII:C es producido por el

‘sistema reticulo endotelial,l1:64,96,101

Hay ademds datos qgue apoyan la hipotesis de que el factor VIIXI en
su porcifn coagulante es sintetizado en el higado, mientras que
la funcién antigénica y de Von Willebrand se sintetiza en las

células endoteliales de los vasos sanguineos.30,63,101

Se tiene como un lugar de almacenaje de factor VIII al Bazo
30,63 y se cree que el factor VIII antigenice forma en algGn
lugar un complejo con el factor VIII coagulante.32/63 Esos estu-
dios efectuados, usando andlisis procoagulantes estandar, no son
definitivos, sin embargo, es importante verificar em un futuro
esas observaciones con datos de inmunocandlisis y estudios de

sintesis de proteinas.3°'63

Aun cuando existe la suposicién que el higado Jjuega un papel
importante en la produccién de VIII:C en enfermedades hepaticas
severas soporta fuertemente el concepto de que existe una fuente
extra hepatica de esta proteina. De cualquier manera, hasta el
momento no se conoce el tipo de cé&lulas responsables de la sinte-

sis del vIIi:c.30,63
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Iv.5 FUNCION
Generalmente se esta de acuerdo en que el VIII:C acelera la
coagulacién sanguinea, vy que juega un papel de cofactor en 1la
activacién enzimatica del factor X por el factor IXa. En presen-
cia de fosfolipidos y calecio, el VIII:C realza marcadamente esta
reaccién, en ausencia del factor IXa este no tiene la capacidad

intrinseca de activar el factor X.12.83

El VI1I:C nativo pude no participar en esta reaccién, sin embar-
go, el VIII:C activo es realzado cuando el plasma o <consentrados

de factor VIII son incubados con diluciones de trombina,12.88

Es probable, que la activacién de la trombina sea para el VIII:C

activo.

Se asegura que la trombina activa el VIII:C mediante una modifi-
cacién proteolitica y este efecto ya se ha demostrado. La incuba-
cién de trombina parece causar un rompimiento en cada una de las
cadenas proteicas del VIII:C bovino, el VIII:C activado por trom-
bina, tiene propiedades de filtracién en gel y ultracentrifuga-
cién de una proteina de 116,000 daltons en contraste al valor de

285,000 calculado para la molecula inactiva,114

El factor VIII procoagulante activo es inactivado por concentra-
ciones altas de trombina (o una exposicién m&s prolongada a 1la

enzima), ademds de notarse otros cambios en las propiedades de
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filtracién en gel de la proteina medida por VIII:CAg.{(114) De tal
forma que la trombina mediadora de la activacién e inactivacién
esta asociada con modificaciones proteoliticas de la estructura

del vIIr:c.1l4
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La aparicién de un inhibidor circulante contra el factor VIII es

una complicacién muy seria en los pacientes hemofilicos, debido a
gque estos inhibidores inactivan especificamente y de una manera
ripida al factor VIII, haciendo la terapia sustitutiva dificil y

a veces es imposible.12,75

Se han definido a estos inhibidores como "componentes anormales
de la sangre, endbgenos,gue inhiben la cocagulacién de una sangre
normal ¥, excluyendose asi a los inhibidores naturales de los
factores activados as{ como a los agentes administrados ex6gena-

mente, de tipo anticuagulante.12.75

Parece ser que la mayoria de los inhibidores adguiridos son
anticuerpos que neutralizan un factor de la coagulacién determi-
nado o que interfieren de alguna manera en la secuencia de las

interacciones entre los factores.l12

Han sido reconocidos inhibidores del factor VIII en otras situa-
ciones fuera de enfermos hemofilicos, como es el caso de ‘mujeres
normales en estado de post-partum, en enfermos con desérdenes
inmunolégicos variados, se estudiardn exclusivamente aquellos

inhibidores aparecidos en la hemofilia a. 101

Se ha podido demostrar una predisposici6én genética en la apari-
cién de inhibidores, concluyendose que puede existir una tenden-
cia familiar clara de reactividad inmunolégica del factor VIII o
a la expresién de genes que rigen una respuesta especifica contra

este factor.
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Recientemente se ha clasificado a los enfermos hemofilicos con

inhibidor en dos grupos,12,75

A) Enfermos de alta respuesta.

B) Enfermos de baja respuesta.

En base al tiempo gue tarda un enfermo en presentar inhibidores
contra el factor VIII y el titulo que presente, se confirmara si
el paciente pertenece al grupo de enfermos de alta respuesta
inmunolégica que son pacientes cuyo tratamiento se complica
gravemente, en cambio el grupo de enfermos con baja respuesta
inmunolégica puede beneficiarse con el tratamiento sustitutivo

con el factor VIII.

En cuanto a las caracteristicas y propiedades de los inhibidores
del factor VIII se sabe poco, debido a que es un tema que esta
aGn en estudico sin embargo se sabe ya definidamente algunas
caracteristicas de ellos, las cuales se resumen a
continuacién: 12,75

~Los inhibidores del factor VIII son especificos contra la acti-
vidad coagulante.

- Son IgG4 la mayoria y menos comunmente IgG3.

- La mayoria tiene cadenas ligeras tipo kappa, aunque una minoria
presenta el tipo lamda.

- No fijan complemento.
~ Son anticuerpos de tipo oligoclonales.

En cuanto a los complejos formados entre el inhibidor y el factor
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VIII se sabe lo siguiente:

- son estables en un rango de ph 6.5 a 8.

- Son estables a temperaturas no mayores de 42 c.

~ Pueden ser facilmente disociados o no, segGn el grado de com-—
plementaridad mutua entre los reactivos.

- In vitro, incubaciones mayores de dos horas son requeridas para
obtener un complejo estable.

- La reaccién entre el inhibidor y el factor VIII puede presentar
dos tipos de cinética de reaccién:

a) Cinética de segundo érden.

B) cinética de &érden couplejo.

Actualmente se ha podido observar una mayor frecuencia de inhi-
bidores del factor VIII en nifios hemofilicos menores a diez afios,
en hemofilicos severos y en hemofilicos integrantes de una misma
familia pudiendo haber una clerta predisposicién gen&tica para
desarollar estos inhibidores, los titulos de inhibidores que se
han podido observar en poblaciones de hemofilico gue los presen-

tan, varian mucho, pués efectuan en el 0.5 a 20 unidades Bethes-
da/m1.75,86,101

En 1974 en los Estados Unidos de Norteamérica y después de una
reunién patrocinada por "The Divisién of blood Diaseases and
resources of the National heart and lung Institute", se hablo de
lo dificil que resultaba entenderse entre los grupos ahi presen-
tes en lo concerniente a las unidades de 1los inhibidores, su
potencia relativa y las relaciones cuantitativas entre ellos,

debido a la gran variedad de unidades que se estaban empleando.
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Entonces se llego al acuerdo de “"uniformar” la unidad de inhibi-
dores estableciendose asi la descripcidén de las unidades Bethes-
da. Una unidad Bethesda es la cantidad de inhibidor suficiente vy
necesaria para dejar el 50% de actividad residual del factor VIII
cuando se hace la mezcla de plasma y se incuban a 3792 c. Durante

120 minutos.®6,101

IV.6 ASPECTOS GENETICOS

La deficiencia de factor VIII pasa de una a otra generacién como

caracter recesivo ligado al sexo.

En general la mujer es portadora, pero no presenta signos ni

sintomas clinicos del transtorno.23

Las posibilidades genéticas inherentes a este transtorno, y otros
similares, se indican de preferencia mediante simbolos y asque-

mas, suele utillizarse para el varon XY, mientras que la hembra se
domina Xx.2:21,23

Los genes especificos suelen sefialarse mediante indices altos. Un
gen dominante se indica con una letra may@scula, un gen recesivo

con una letra minGscula.

El gen anormal responsable de la deficiencia de factor VIII es

recesivo y se indica con la letra mintiscula h. El gen normal
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dominante se denomina con una H.2:21,23

Una mujer normal por lo tanto seria xHxH, ya portadora seria
thh,en el caso de la portadora la expresidén dependera de cual
cromosoma X sera funcional en las células som&ticas.2.21,23

La portadora no suele tener sintomas ya que la distribucién al
alzar originaria por lo menos que el 50% de los Cromosomas X,

fueran X¥ en las células somiticas.?s21,23

El cromosoma Y del varén no lleva este gen, Yy no tiene H ni h.Que
un nific varén sufra deficiencia del factor VIXI, o no lo sufra,
depende enteramente del caracter del cromosoma X que ha de reci-
bir de la madre. Si la portadora femenina contribuye con el xH

normal a la descendencia, masculina el varén es normal. Pero si
el cromosoma H aportado por la madre a su hijo varén, es el dgue
lieva el gen anormal, habréd expresién patolégica y existird un

gen normal H, capaz de suprimirla.2:23,37

Los esquemas sigulientes ilustran las posibilidades de heredar 1la

alteracién genética.

En cada caso el varén se indica con un rectangulo, la mujer con

un circulo.
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Normal Normal

Normal Normal

FIGURA (3) Representa una familia normal sin deficiencia de
Factor VIII
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En la figura (4) se representa la unién de un varon normal con .
una mujexr portadora, que puede resultar en un vardn hemofilico o
una hembra portadora, y también en un hijo normal de cualquiera
de los dos sexos. Por desgracia no hay manera de saber con segu-
ridaa si wuna mujer es o no es portadora, el caracter recesivo
puede ser mas o menos pronunciadeo, por supresién al azar del
cromosoma X anormal.
Las mujeres portadoras pueden tener una actividad procoagulante
normal o notoriamente disminuida.
Un nivel normal de factor VIII, no descarta el estado de porta-
dor, aungue un nivel muy bajo deberia hacer pensar en la existen-
cia del cromosoma anormal, recientemente se demostro, gue las
mujeres portadoras mostraban una discrepancia entre la cifra de
actividad coagulante de factor VIII y el valor medioc por ensayo
inmul6gico. Esta técnica permite identificar 90% de las mujeres

portadoras.37
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FIGURA 4 Unién de un varén normal con una mujer portadora
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Oefciencia de
foctor Vi Normol

FIGURA 5 Indica los resultados de unién, de un varén con
deficiencia de factor VIII con una mujer normal, todas las hijas
normales deben ser portadoras ya que el Gnico cromosoma X del
varén es el que debe contribuir a llevar el gen anormal, por otra
parte, ninguno de 1los hijos varones pueden tener hemofilia, ya

que un vardn s6lo debe recibir el cromosoma X de la madre normal.
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FIGURA 6 Se indican los resultados de la unién de un
varén con deficiencia de factor VIII y una hembra portadora,
durante afios no se aceptaba la posibilidad de gque una mujer
pudiera sufrir deficiencia de factor VIII, pero actualmente ya se

han presentado varios casos bién documentados de ello.

La hija de una unién como la sefalada recibira XP del varén con

deficiencia de factor VIII y el segundo XM de la madre portadora.
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Normal " Oafcienciade
© eV

Deiciencia de Portodor

FIGURA 7 vemos el resultado de la unién de un varén
normal con una mujer que sufre deficiencia de factor VIII.
Todos los hijos varones recibiran xP de 1a madre, mientras que
todas las hijas recibiréan xH ge1 padre ademds de X ge 1a madre,
por lo tanto, todos los varones tendrian deficiencia de factor

VIII y todas las mujeres serian portadoras.
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Deficiencio de Deficiencio de
foctor VIt fecior VIl

xhxh

Daliciencio d¢ . Deficioncia de
factor VI focror vitl

FIGURA 8 La unién de un hombre y una mujer, ambos con deficien-~
cias del factor VIII posiblemente nunca se haya producido, todos

los hijos de tal unién sufrirén deficiencia del factor VIII.
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Como hay pacientes hemofilicos sin antecedentes familiares del.
transtorno, se piensa que el nGmero de mutaciones ha de ser

elevado.2s21

Aunque el defecto en la hemofilia cléisica se transmite como
caracteristica mendeliana recesiva ligada al sexo, esta comproba-
do que por lo menos uno, y posiblemente dos Loci autosémicos

intervienen en la produccién de factor VIII.2r65

En cualquiera de todos los casos se traduce en una deficiencia de

una globulina procoagulante; el factor VIII h + en ia

de esta se perturba la primera fase de la coagulacién, como las
plaquetas y capilares no son afectados, el tiempo de sangria es
normal mientras que el de la coagulacién suele estar
prolongado.zres

cuantoe més intensa sea la deficiencia de factor VIII m&s grave
serd el problema hemorragico. Suele observarse niveles de menos
da 3 por 100 en pacientes sintomaticﬁs, aunqué puede observarse
diatesis hemorrigica en pacientes con valores tan altos como el
20 por 100. Un estudic reciente parece indicar que las diferen-
cias de comportamiento clinico podrian explicarse por variaciones
de la funcién coagulante de las plaquetas, de un paciente a otro,
conservandose un mismo nivel de actividad coagulante del factor
VIII. La concentracién de factor VIII en cada paciente es nota-~

blemente constante durante toda la vida.2/37:65
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IV.7 MANIFESTACIONES CLINICAS.

% Fn general, el nivel de factor VIII, se correlaciona con la
frecuencia de hemorragia clinicamente grave, sin embargo, 1la
relacién puede no ser tan fidedigna como la observacién de gue la
gravedad de la hemorragja tiende a ser bastante similar en miem-
bros de una familia dada. 32 1a hemorragia es rara al nacimien-
to, incluso en el cordon umbilical, segn la gravedad del feto,
pueden aparecer hematomas del tejido blando durante la infancia
temprana, pero sobrevienen mas dificultades cuando el nifio aumen-
ta su actividad fisica. 1987

Es frecuente la hemorragia en las articulaciones de mufiecas y
manos, cerca de la mitad de los hemofilicos padecen hemorragias
espontaneas graves en las articulaciones que a la postre terminan
en deformidad e incapacidad. Tales pacientes tienen niveles de
actividad de factor VIII inferiores a 5% de lo normal, por 1o

comfin menor del 1% de lo normal, 19,23

El enfermo experimenta considerable dolor durante la hemorragia
en las articulaciones, ya que la capsula articular se halla
notablemente distendida Yy el movimiento esta muy limitado. 1La
presién erosiona o desgasta los extremos de los huesos largos Yy

causa dolor peribésticeo, necrosis y formacién de seudoquiste.
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A menudo hay hemorragia extensa con formacién de hematoma en
misculos y tejidos blandos. Puede comprobarse considerable perdi-
da de sangre en misculos del muslo o en el retroperitoneo pero la
cantidad de sangre en estas dreas es a veces dificil de comprobar
clinicamente y con frecuencia es subestimada. La hemorragia puede
afectar casi cualquier regién anatémica y dar lugar a slgnos vy
sintomas secundarios de menoscabo en la funcién de organos de

comprensién.

Las hemorragias nasales son raras, sin embargo, si hay sangrado,
en la faringe o cuello pueden producirse, obstruccién de la via

aerea.19,87

La hemorragia gastrointestinal plantea a veces problemas graves,
ya que en algunos casos se debe a ulceraciones pépticas, en otros
produce obstruccién intestinal parcial por hemorragia en la pared

del intestino y en algunos pacientes con sangrado mesenterice ha

“conduéido™ Al  Wesarrolle..de _ isguemia..y . necroeis— intectinal.. . .

(19,32,87)

La hematuria puede presentarse en forma de c&lico uretral causado
por 1la perdida de sangre, con la formacién de coagulos que obs-
truyen el ureter. Son raros los hematomas subdurales Yy otras
hemorragias del sistema nervioso central, gque en ocasiones causan

muerte o incapacidad.87

con mayor frecuencia, 1la hemorragia en el hemofilico aparece

espontaneamente,y el enfermo no recuerda casi nunca si ha ocurri-
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do traumatismo u otras causas provocadoras. -Muchas veces se
observan sangrados espontaneos durante periodos de estress como
por ejemplo antes de los examenes escolares o después de disgus-~

tos familiares.87

Cuando la hemorragia sigue a un traumatismo puede ser detenida o
demorada, ya que la hemostasia primaria que brindan vasos Yy

plaquetas se halla intacta.l19,87

La c¢irugia mayor o menor, como extracciones dentales, puede
producir perdida de sangre importante en el hemofilico y por
tanto debe llevarse a cabo junto con la terapéutica sustitutiva

de factor VIII.

Afin los pacientes con hemofilia leve, esto es, con niveles de
factor VIII de 5 a 25%, pueden presentar hemorragia clinicamente

importante durante la cirugia o traumatismos. 23
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Iv. 8 DIAGNOSTICO

Cerca del 95% de las enfermedades hederitarias de la coagulacién
plasmitica, se conocen como hemofilias, la hemofilia m&s comGn es
secundaria, a‘la deficiencia del factor VIII de la coagulacién:el
caso de la hemofilia A o clasica, la coagulopatia mas antigua que
se conoce. La importancia de la hemofilia A se ejemplifica por su
incidencia en la poblacién general, apr&ximadamente 1 en 10,000.
Como la enfermedad habitualmente sélo ocurre en varones, es
posible que como minimo se puede obsgrbar en 2 de cada 10:606
hombres. 65,78 7

La hemofilia A es una deficiencia determinada en la actividad

coagulante del complejo macromolecular factor VIII/VW (VIII:c).78

El diagnéstico de la hemofilia se basa en una historia clinica
cuidadosa (pedeegre) aunada a pruebas de coagulacién que compren—-
den tiempo de sangrado, cuenta de plaquetas, agregacién plagueta-
ria, fragilidad capilar, tiempo de protrombina (t,p), Y tiempo

parcial de tromboplastina activado (’1‘,’1‘,1’a).:L

De estas pruebas la (TTPa) se encuentra prolongada y en clertos

casos el tiempo de sangrado, las restantes pruebas se encuentran

normales.s23
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Cuando se hace una investigacién de escrutinio en 1la hemofilia
A resulta necesario contar con alguna prueba simple y por lo
tanto accesible que oriente hacia la deficiencia del factor
coagulante, y que al mismo tiempo ese estudio pueda identificar a
los anticoagulantes endégenos que tanto en forma hereditaria como

adquirida se pueden encontrar asociados con la deficiencia del

factor VIII.35:96

Este es el caso de TTPa con diluciones en solucién salina y 1las
correcciones con plasma normal y ademis para quae los resultados
de wston - casos con aparente hemofilia A se puedan interpretar
correctamente, es necesario contar con .la déte;minacigxs oel
inhibidor especifico de VIII:C pués cuando esa anomalia, resulta-
do de las transfucliones, existe en un hemofilico, ocurren altera-
ciones cuantitativas y cualitativas de factor VIII:R:Ag que po-
drian hacer dificil su interpretacién y llevar a un diagnéstico

incorrecto de la enfermedad de Von Willebrand.79:93,94

Por otra parte, tambié&n dentro de este estudio hay que tener en

cuenta que algunos casos de hemofilia A pueden tener asociada o-

tra deficiencia de la hemostasis, especialmente en la coagulacién
plasmatica.ss Por 1o que en esos casos, para la correcta valora-

cién de las causas de un TTPa prolongado con su patién de defici-
cia.B85,94

Resulta necesario contar con la dosificacién de la mayoria de los
otros factores que determinan la actividad de esta prueba en la

via intrinseca de la coagulacién, como se ha demostrado en multi-



-61~

ples ‘estudios reportados en la 1iteratura.’8,85,94

Otro estudio de coagulacién que en la actualidad ha tomado cierta

importancia es el tiempo de sangrado.22

Los pacientes con hemofilia A no sangran de pequeiias heridas y el
tiempo de sangrado en la hemofilia A se considera como normal.
13,28 Estudios recientes han puntualizado sin embargo,que una
prolongacién definida puede ocurrir en mas del 20% de los
hemofilicos,18,40

sangrando en coyuntura Yy tejido blanco con frecuencia sin
aparente trauma. Cuando el trauma ocurre, este con frecuencia
dura varias horas después de haberse manifestado el sangrado,
este alargamiento no es comprensible.16,169

8i recordamos gue la hemostasis se define como el cese espontanec
del sangrado de los vasos lesionados con un dafio minimo que
involucra s6lo a unas cuantas células endoteliales de pequefias
venulas o arteriolas, el defecto es cerrado efectivamente por la
formacién de un tapén de plaquetas. Este procesc llamado hemosta-
sis primaria, es medido in vivo por el tiempo de sangrado y se

dice que es normal en la hemofilia A.16,38

El tiempo de sangrado ha sido definido como el tiempo entre 1la
ejecucién de una pequefia cortada estandar y el momento en que
cesa el sangrado. Dos mecanismos se encuentran involucrados en la

_formacién del tapén plaquetario que sella los vasos dafiados.38
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El primero gque depende del factor Von Willebrand plasmitico,
involucra 1la interaccién de las plaguetas con el colégeno y 1la

subsecuente degranulacién con liberacién de ADp, 16,38

El segundo involucra la agregacién plaquetaria en presencia de
fibrin6égeno en respuesta al ADP y trazas de trombina producidas
en el sitio del dafio vascular. Se dice que el tiempo de sangrado
es normal en los hemofilicos porque la adhesion y agregacién pla-
gquetarias en respuesta al ADP son normales, Yy porgque el mecanismo
que es iniciado por el factor tisular en ausencia de factor VIII
coagulante activo puede generar aparentemente suficiente trombina
para detener el sangrado proveniente del pequefio Qafio provocado

para la prueba.123

En 1910 se demostré claramente que el tiempo prolongado de
sangrado se relacionaba con el nimero de plaquetas mas gque con el
tiempo de coagulacién.3® E1 encontro que el tiempo de sangrado

es normal en la hemofilia y en muchas otras anormalidades de la
coagulacién con exepci6tn de la fibrinogenemia y algunecs casos

graves de deficiencia de factor v.38

En 1961 se reporto que el tiempo de sangrade fué normal
en la totalidad de los 14 pacientes con hemofilia A severa
estudiados por el, 1lo mismo que en 1los pacientes con otras
deficiencias congénitas con exepcisn de la enfermedad de Von

Willebrand.13
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En 1969 se confirmé que el tiempo medido de sangrado era
normal en la hemofilia, sin embargo, 2 de los 11 pacientes con
hemofilia A severa tuvieron tiempos de sangrado de 12 y 1§

minutos respectivamente px:czlongavios.69

En 1986, se estudiaron 63 hemofflicos los cuiles no recibieron
farmacos esteroidales antiinflamatorios, el tiempo medio de
sangrado de 7.65 + 3.20 fue significativamente mayor gue el grupo
control de 5.35 + 1.49, estudiados por metodos comparables
(p 0.005). Diez pacientes tuvieron tiempos de sangrado superiores
a los 10 minutos con el promedio normal gque es de 2.5 - 8 min.22

Hathaway mostro gque el crioprecipitado y el factor VIII
concentrado puede causar tiempos de sangrado prolongados y

hemorragia paradoxistica en pacientes multitransfundidos.?22

Esas anormalidades fueron relacionadas ya sea a una funcién pla-
quetaria anormal o a un incremento en los niveles de monomeros de
fibrina circulantes, productos de degradacién de la fibrina o
fibrindgeno interfiriendo con la reaccién trombina fibrincgeno.

Los monémeros de fibrina o sus productos de degradacién no fue-
ron medidos en estos pacientes. Sin embargo, las anormalidades
descritas no fueron atribuidas a la transfucién, puesto gque no se
encontraron diferencias en los tiempos medios de sangrado de 28
pacientes los cudles habian sido intensamente transfundidos y

aquellos que no recibieron transfuciones en mas de tres meses. 62

Numerosas investigaciones han demostrado gue la aspirina
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incrementa el tiempo de sangrado en los individuos normales y en

los hemofilicos.31:98

Kaneshiro demostro que 10 de 19 hemofilicos tuvieron tiempos de

sangrado marcad e prolc d después de la administracién
de aspirina, 8 pacientes siguieron sangrando profusamente cuando

terminé la prueba después de 40 minutos.$?

En un estudio posterior hecho por kasper35 observ6é las diferen-—
clas en el grado de prolongacién del tiempo de sangrado por la
aspirina y se penso que los resultados consistentemente diferen-
tes entre los pacientes se debian a los individuos més que a
una respuesta diferente del mismo paciente en diferentes ocacio-

nes.35

La razén de la variacién era desconocida, puesto que todos los
pacientes mejoraron la agregacién de manera similar con coligena

sin una segunda ola de agaregacién con epinefrina.35

cujdadosas historias farmacolégicas obtenidas al momento del
tiempo de sangrado fueron efectuadas haciendo un filtro confiable
para excluir 1la aspirina y otros farmacos no esteroidales
inflamatorios que se sabe dafian la funcién plaquetaria como una

causa de los tiempos prolongados de sangrado en los pacientes.22

Ademés cuando 9 pacientes con tiempos de sangrados superiores a
los 10 minutos fueron estudiados con mas detalle, se encontro gue

todos excepto dos tenian funcién plaquetaria normal.
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Por otro lado, dos con anormalidades moderadas tuvieron

agregacién normal frente al Acido araquidénico.?22

Estos hallazgos aunque inexplicables sugieren que esos dos
pacientes pudieron tener un defecto relacionado con la liberacién
de &cido araquiddénico posiblemente mediado por un factor plasma-~
tico. Se ha reportado que las enfermedades hep&ticas prolongan el

tiempo de sangrado.Z22

Los pacientes con tiempo de sangrade prolongado tuvieron alanin
transferesas en suercs normales, o muy cerca de lo normal, ha-

ciendo esto poco probable.22

Se ha demostrado un tiempo de sangrado prolongade en 10 de 49
hemofflicos, los cudles no habfan recibido transfusiones en las

Gltimas 72 horas.18:40

Ninguno de esos pacientes mostro evidencias de enfermedad de Von
willebrand, al igual que los estudiados por by m.zz, lo cuél

sugiere una bimodalidad que podria representar a un subgrupo de
hemofilicos con un defecto inexplicable y hasta ahora no

identificade en la hemostasis primaria.zz

Aungue la estandarizacién del tiempo de sangrado es dificil es
poco probable que variables como las diferentes técnicas relacio-
nadas con el sitio de puncién cutanea, vascularidad o direccién o
forma de la incisién contribuyan a la marcada prolongacién del

tiempo de sangrado en el 16% de los pacientes estudiados por by-
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m22 Yy el 20% de los pacientes de Buchanan.

Algunos han dicho que el tiempo de sangrade es més prolongado con
las incisiones transversales que con las verticales, sin embargo
los datos publicados no sustentan esta aseveracién, y Bowiel6

encontro que, de 19 pruebas en 16 individuos normales, no hubo
diferencias significativas entre las incisiones transversales Y
longitudinales excepto gue la perdida de sangre era mayor después

del corte longitudinal, 16,79

Cualquiera que sea 1a razén, el tiempo de sangrado no siempre es

normal en 1la hemofilia A. Los pacientes con deficiencia en el
factor VIII procoagulante y en un tiempo de sangrado prolongado
no necesariamente tienen enfermedad de Von Willebrand o hemofilia
en coexistencia con una funcién plaquetaria anormal. Esta

observacién tiene importantes aplicaciones diagnésticas.
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IV.9.~METODOS INMUNOLOGICOS UTILES EN EL DIAGNOSTICO DE LA HEMO
FILIA A o CLASICA

Aunque la baja concentracién de factor VIII, en el plasma han
impedido estudios bicquimicos en la hemofilia clasica, o A, las
iécnicas inmunolégicas comenzaron por definir el defecto
molecular.Esos estudios han intentande distinguir 1la baja
produccién del factor VIII normal de la sintesis de las proteinas

no funcionales.

Pueden diferenciarse con claridad dos tipos de estudios

inmunolégicos.

El primero efectuado con anticuerpos humanos mediante la tecnica
de neutralizacién de anticuerpos, identificando proteinas no
funcionales pero semejantes al AHF, mediate reacciones cruzadas

antigénicamente en el 10% de los plasmas hemofilicos.34,43,64

Los plasmas fueron designados material de reaccién cruzada posi-
tiva (CRM+), conociendose ahora que tiene niveles normales de

VIII:CAg mientras que el VIII:C es muy bajo (2%-10%).

Posteriormente se demostro que el VIIIR purificado a partir de
plasmas hemofilicos no pude ser distinguido del VIIIR normal por

metodos bioguimicos estandar.26

Asi las mediciones del VIIIR:Ag pueden usarse como una prueba
para distinguir a la hemofilia de muchas formas de la enfermedad

de Von Willebrand, pero no para proporcionar informacién alguna
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Acerca de la naturaleza de la hemofilia. Aquella mide el

producto de un gen (autosémico) diferente.

El estudio inmunol6gico de la hemofilia es posible sin embargo,
puesto que el anti VIII:C humano ha sido usado en andlisis inmu-
noradiométrices cuantitativos para los determinantes antigenicos

del vIri:c.75.82

Inmediatamente después, inmunocandlisis con antisuero de conejo
para el factor VIII humano. Esos estudios identificaron (median-
te mediciones cuantitativas de inmunoprecipitacién) niveles
normales de proteina ligada al factor VIII, en todos los plasmas

hemofilicos.12

Adem&s todos los plasmas hemofilicos neutralizaron las propieda-
des inactivantes del VIII:C de este antisuero de conejo. Los
plasmas de los pacientes con enfermedad de Von Willebrand severa
no formaron inmunoprecipitades ni neutralizaron el anti VIII:C
activo.64/82 ggas y otros estudios efectuados con antisueros
heterolégos, condujeron al concepto de gque el mnaterial no
funcional que efectua reacciones cruzadas inmunoldgicas esta
presente en todos los plasmas hemofilicos.%4r121 Hasta ahora se
reconoce gue los ensayos utilizando antisueros heterolégos ya se
han efectuado por inmunoprecipitacién, hemaglutinacién o
radioinmunoanalisis, detectan el VIII:RAg, no antigenos
relacionados con la funcion de VIII:C as{ ellos no demuestran un

complejo valor VIIXI intacto en la inestabilidad del VIII.C
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humano, ha sido el mayor obstaculo, tanto para el anadlisis de
rutina de las muestras de sangre como para el diagndstico
diferencial de desbrdenes hemorrdgicos, al igual gque para los
estudios de 1la relac&én del VIII:C con el complejo molecular

factor VIII/VW.

Recientemente,ha sido desarrollado el anaAlisis inmunoradiométrico
en fase sélida (Holmerg 1979,53 peake 1979“2) y en fase liquida

(Labarchinck y Hoyerl, 1978, Reisner 197999). En ambas técnicas,
son adicionados anticuerpos frios y marcados al antigeno en dos
pasos distintos; indicando asi que deben existir al menos dos
sitics distintos de interaccién sobre el factor VIII:C. El andlis
inmunoradiometrico del VIII:CAg asegura el usoc de anticuerpos
anti-vIII:C inmunoabsorbidos. La purificacién de tales
anticuerpos ha sido impedida por por su baja concentracién en
plasma comparada con la de IgG en el interior. Como resultado,
s6lo altos titulos de anticuerpos ( mds de 500 U/ml ) de
hemofilicos de alta respuesta o inhibidores espontaneos han sido

usados como material de prueba, ya sea como IgG o :ragmehtos de
FaB.?75,77

En este trabajo comparamos los resultados obtenidos recientemente
en estudios de VITIC:Ag por IRMA usando ya sea IgG o fragmentos
de FaB para cuatro anticuerpos de hemcgilia A con un bajo titulo
(100 y 150 U/ml) o un alto titulo (1000 y 1500 U/ml) de
inhibidor.7%

La maxima recuperacién de anti-VIII:C IgG especifico fué
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alcanzado después de la disociacién del complejo inmune A ph 2 o

2.5. No se observaron diferencias significativas entre 1
procedimientos en fase liguida y sé6lida para la purificacién de

196.63:75,82,99

El desarrollo de IRMA con tales IgG especificas fué encontrado
que era altamente del titulo de anticuerp;s empleades. Con ambos
titulos elevados (1000 y 1500 U/ml) de 1IgG, se obtuvieron curvas
dosis respuestas satisfactorias. Este andlisis permitio 1la
estimacién de los niveles de VIII:CAg, inferiores a 0.2 U/dl; tal
sensibilidad esta en buena correlacién con lo reportado previa-
mente (Holbmberg, 197959) con los dos titulos bajos (100 150
U/ml) de 1IgG, no pudo montarse un IRMA satisfactorieo para el
VIII:CAg debido a que los valores de reactividad maxima de 1la
muestra y el blanco estuvieron muy cercanos. En este tipo de
andlisis, el parametro critico parece ser el titulo de anticuerpo
marcado inmuncabsorbido adicionado en el segundo paso;
sustituyendo un anticuerpo no purificado por otro en el primer
paso no se obtiene modificacién alguna de los datos. La
purificacion de los anticuerpos especificos es entonces el factor
limitante debido a 1la posible contaminacién con IgG, no
especifica marcada o un antigeno no disociado especifico marcado
io que podria interferir con IRMA, dando cada une una
radiactividad unida maxima o altos valores en el blanco,%3:182

El desarrollo de IRMA del VIII:CAg, se mejoro notablemente con el

uso de fragmentos de FaB en el lugar de IgG. Contrario a los
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resultados obtenidos con IgG. Los parametros de la curva usando
titulos bajos de fragmentos especificos de FaB fueron distingui-

bles de aquellos donde se emplearon titulos altos.”5

Esto es entonces de mayor interes préctico que los bajos titules
(100 U/ml) de anticuerpos que pueden ser usados para este andli-
sis puesto que es bién sabido que los titulos elevados son extre-
madamente raros Yy por consiguiente nc muy disponibles. Otra
ventaja del uso de fragmentos FaB en luvgar de IgG, es la alta
sensibilidad del ensayo permitiendo la medicién de niveles de
VIII:CAg, 10 veces mds bajos (0.02 U/dl) que cuando se usa IgG
(0.2 U/a1).75

La sensibilidad del andlisis usando fragmentos FaB, parece ser
m&s alta que la reportada con anterioridad por Lazarchick y
Hoyer’3, 1978, Peak y Bloomll, 1978, Holmberg®3, 1979, Reisner?9,
1979, en controles y pacientes con hemofilia media se obtivieron
valores similares de VIII:CAg, usando ya sea IgG, o fragmentos de
FaB.63,75,82,99

La especificidad, titulo y afinidad, son 1los parametros mis
importantes para caracterizar los anticuerpos. Aunque la
especificidad de todos los anticuerpos anti-VIII:C, parece ser

identica con los metodos disponibles hasta ahora, su afinidad
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probablemente varie de un anticuerpo a otro o de una muestra a
otra en un individuo dado. Los resultados usando una modifica-
cién del IRMA para estudiar las curvas de desplazamiento como
medida de la afinidad indican que no existe una relaci6n clara
entre el tituloc de neutralizacién del VIII:C, de los anticuerpos

y su afinidad por el antigeno del viri:c.”?s

No existe también relacién entre el titulo de neutralizacidén y la
concentracién de anticuerpo en mg de IgG. Esto podria favorecer
la existencia de al menos dos grupos de anticuerpos anti-
VIII:C,un grupo dirigido contra un sitio activo expresado por el
titulo del anticuerpo que da como resultado la neutralizacién de
la actividad coagulante, el segundo dirigido contra la parte
restante de la molécula de VIII:C, e interfiriendo principalmente

con el andlisis del VIIT:CAg por IRMA.7S5

La estimacién de VIII:CAg, en la hemofilia A, en comparacién con
el VIII:C, soporta la heterogenicidad de este desérden facilmente
demostrable por el ensayo inhibidor de neutralizacién (Denson,
1969,34 Hoyer, 1968,64 Mayer y Larrieu, 1971,77). En

plasma normal, los niveles de VIII:C y VIII:CAg, estan en intima
relacién segln se ha reportado. En la hemofilia severa todos los
casos a excepcién de uno al parecer carecian de ambos VIII:C, y
VIII:CAg, es decir, tenian niveles por debajo de la sensibilidad
del metodo de anilisis (1 U/dl para VIII:C, 0.02 U/al1 para
VIII:CAg) tales casos, correspondientes a pacientes con hemofilia

A son facilmente identificados mediantes el andlisis inhibitorie
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de neutralizacién, observandose relacién con la falta de sintesis
de proteina VIII:C. Un paciente con hemofilia severa estaba |
excento de VIII:C, pero contenia 8 U/dl de VIII:CAg, semejante
discrepancia ha sido reportada por IRMA en tres de 9 hemofilicos
segn Lazarchik y Hoyer, (197875) uno de siete por Reisner
(197982), y cuatro de 16 por Peak(19799%).

Aunque los niveles de VIII:CAg, nunca han excedido las 8 U/dl en
esos pacientes, puede ser detectable el VIII:CAg, en auscencia de
VIII:C representando esto un posible riesgo de error en el diag-
néstico prenatal de la hemofilia A severa (Peak, 197943; Firs-
hein, 197952). La demostracién de VIII:CAg, en s6lo un pequefio
nfimero de hemofilicos severos contrasta con otros estudios usando
el andlisis inhebitorio de neutralizacién, mostrando la presencia
de VIII:C, 1ligado a material en todos los casos (Bigs 19745;
Zimerman, 197716,321),

La heterogenicidad de la hemofilia A es ma&s estricta entre 1los
casos medios. En 1la mayoria de los pacientes 1los niveles de
VIII:CAg estan reducidos en la misma proporcién que los de VIII:C

o ligeramente superiores.

Este grupo podria estar relacionado con una anormalidad cuantita-
tiva, con una sintesis disminuida de una molecula de VIII:C
aparentemente normal.

En unos cuantos casos, el VIII:CAg no se detecta frente a testi-
gos, tales casos s6lo han sido reportados cuando se usan

ambos,IRMA (Peak 1979%9; Holmberg 1979€3). Esta discrepancia la
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cudl  necesita ser confirmada en un gran nfmero de pacientes,
podria estar relacionada ya sea con la sensibilidad limitada de
IRMA en dos pasos, O con la presencia de una molecula anormal, no

reaccionante con los anticuerpos usuales.

DETECCION DE PORTADORES PARA LA HEMOFILIA A POR EL METODO
INMUNOADSORBENTE

(ELISA)

Una alta proporcién de las portadoras de hemofilia clasica pueden
ser identificadas en el laboratorio puesto que, en comparacién
con las mujeres normales, la concentracién de antigeno, emparen~
tados con el factor hemofilico (Ahf, factor VIII) que es detecta-
da en su plasma mediante antisueros heterblogos especificos
(factor VIIIR:Ag) es relativamente mayor que el titulo de AHF que

es medido en los ensayos de cicatrizacién (factor vIirr:c).63,75

Recientemente,el andlisis inmuncadsorbente unido a con enzimas
(ELISA) ha sido intreducido para medir los antigenos ligados al
factor AHF (factor VIII:RAg). Los principios b&sicos de ELISA son

similares a los de radioinmunoan&lisis.63:75

Los antisueros heterdlogos frente a AHF Son absorbidos sobre 1la
superficie de una placa microtituladora. El antisuero excedente
es retirado lavandolo y se adiciona una dilucién de plasma a
probar. El AHF presente en la muestra se adhiere especificamente

el anticuerpo de la fase s6lida absorbida sobre la superficie.
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Después de la incubacidn de la muestra problema, se lava nueva-
mente y se adiciona una solucién conteniendo antisuero heterdlogo
frente a AHF, marcado con fosfata alcalina. Después del periodo
de incubacién se lava nuevamente y se adiciona una dilucién de
sustrato fosfatasa alcalina.’5,100
La actividad de fosfatasa alcalina, medida colorimétricamente, es

una funcién de la concentracién del AHF, en la muestra problema.

Desde su introduccién por Engual y Pelamann en 197175:100 prysp
se ha difundido ampliamente. Las modificaciones de los principios
basicos han sido aplicados a andlisis determinantes tales como
titulos de anticuerpos virales, anticuerpos resultantes de 1la
infeccién con malaria, insulina, tirotroprina, y titulos de
factor reumatoide, la deteccién del antigeno del virus de la
hepatitis (a) al igual que el anticuerpo, el antigeno de superfi-~
cie de la hepatitis (b) y el antigeno de la hepatitis (e).

Recientemente ELISA ha sido usado por varios autores para 1la
‘determinacién del antigeno emparentado con el AHF, (factor

VIII:Ag).3}00,122

Los resultados mds importantes para la deteccién de portadores de
hemofilia A a que han 1llegado tales autores utilizando
ELISA,usando antisueros heterélogos dirigidos frente a AHF,
Bartlett,"Desarrollo un ELISA no competitivo para el antigeno
emparentado con el AHF". Ocho portadores obligados de hemofilia

clésica, diez hemofilicos, 30 individuos con enfermedad de Von
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Willebrand y 20 individuos normales fueron estudiados. Se midio
el antigeno relacionado con el AHF, con la técnica modificada de
Laurell y c¢on ELISA. En general la correlacién entre los
resultados de las dos técnicas fué buena. En algunas determina-
ciones, sin embargo el error se aproximo al 100%, quiza relacio-
nado con las dificultades encontradas cuando se midieron bajos
niveles de antigenos relacionado con el AHF, en individuos con
enfermedad de Von Willebrand, usando la técnica modificada de

Laurell.73

Yorde73, desarrollo un metodo de ELISA, competitivoe para el
antigeno relacionado con el AHF. En un estudio de 33 donadores
normales. E1l ensayo demostro ser reproducible y sensible hasta

0.05 U/ml.

Ness74, usando técnicas competitivas similares, correlaciono los
niveles de antigeno emparentado con AHF, obtenidos mediante 1la
técnica modificada de Laurell, con aguellos obtenidos por el
metodo enzimitico similar a los resultados de Yorde, el ensayo
fué simple de efectuar, reproducible y tan sensible como el

metodo modificado de Laurell.?3.74

Recientemente B. David usando una pequefia modificacién de 1la
técnica de Bartlett, identifico el portador para la hemofilia
cldsica en el total de 37 acarreadores obligados de esta enferme-
dad a un nivel de 5% de incertidumbre de 1los sujetos control

normales (es decir, un nivel de certidumbre del 95%).
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Compararon los resultados obtenidos para el antigenoc relacionado
con el AHF, con los resultados que se obtuvieron usando la técni-

ca modificada de Laurell.100

El examen de varies grupos de individuos con y sin desérdenes de
AHF, (excluyendo a aguellos con enfermedad de Von Willebrand)
revel® una excelente correlacién (n=123) de 0.871. La comparacién
de ambas técnicas de anAlisis utilizande 1la prueba de T de
student para datos apareados revelé una diferencia significativa
en la medida geométrica de todos los grupos excepto los portado-
res obligados. La técnica modificada de Laurell, generalmente
proporciona valores ligeramente mayores a los obtenidos por

ELISA.
Promediado esto, 67% en los 123 sujetos probados.73

Los resultados obtenidos de individuos con enfermedad de Von
Willebrand, fueron excluidos en el calculo de los coeficientes de
correlacién debido a las dificultades ya conocidas, particular-
mente cuando se analizaron titulos de antigeno relacionado con el

AHF, menores de 0.15 U/ml.

En 14 individuos probados usando la técnica modificada de Lau-
rell, los valores no pudieron ser obtenidos en la mayoria. En
contraste, el metodo de ELISA, dio resultados interpretables en
la mayoria de los individuos probados. En el presente estudio los
intervalos de confianza para el metodo ELISA fueron algunas veces

menores que en el metodo modificado de Laurell, basado en 118
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pruebas aplicadas, ELISA también proporciono datos m&s consisten-
tes, con una coeficliencia de variacién de +- 7.6% en contraste al

de 'la técnica modificada de Laurell el cual es aproximadamente +-
12%.73

El examen de los valores obtenidos en los individuos normales
demostré que esos no se distribuyen en una fase variable normal
cuando tales datos fueron transformados a logaritmos. Esta anor-
malidad se debio a la inclusién de individuos aparentemente
normales en aguellos con actividad procoagulante para identificar
el acarreador de la hemofilia clésica con el de la técnica modi-
ficada de Laurell, usando el ELISA, identificaron el total de los
37 acarreadores obligados con un nivel de incertidumbre del 5% de
las mujeres normales portadoras. La capacidad para detectar
portadores fué del 35% (35 de 37) a un nivel de confianza del 1%
de las mujeres normales.?3,100,101

Asi la deteccién de portadores para la hemofilia clésica puede
ser conducida con relativa facilidad mediante el uso de
ELISA.73,100,101

Indudablemente, las separacién de un 100% de las mujeres normales
de 1las portadoras no se alcanzard nunca con el presente metodo
disponible porque el fenémeno de lyonizacién mediante el que
ocurre 1la inactivacién fortuita del cromosoma X, en cada una de

las células somdticas de la mujer desarrollada en la fase embrio-
naria.73,100,101
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IV.10 APLICACION DE LA GENETICA MOLECULAR AL DIAGNOSTICO PRENATAL
Y LA DETECCION DE PORTADORES EN LA HEMOFILIA (A) )

Se han efectuado numerosos esfuerzos durante los pasados 20 anos
en el desarrollo de métodos para el diagnéstico exacto de 1la
hemofilia A. Se ha dado especial atencién al diagndéstico prenatal
de varones hemofilicos y la deteccién postnatal de mujeres porta-
“doras.44/67  E1 perfeccionamiento de los métodos inmunolégicos,
ha recibido alta prioridad. A causa de los varios refinamientos
de laboratorio y de la técnica estadistica, el margen de error en
el diagndstico de hemofilia en varones es menor del 1%, y el
margen de error en la deteccién de portadores es probablemente
menor al 10.7%. Una 1limitacién béasica de esos métodos consiste

en que examinan el fenotipo (sangre) ademds del genotipo (DNA).
44,67,83

En la practica, este es menos adecuado que el diagnéstico prena-
tal no pudiendo ser detectado sino hasta alrededor de 1la 26ava
semana de gestacién cuando el feto es lo suficientemente grande

como para proporcionar una muestra de sangre, y en que la detec-
cién del portador esta a los caprichos de la "Lyonizacién', El
nueve método basado en el (DNA) promete mitigar ambos praoblemas.

Durante la decada pasada, la aplicacién de la biologia molecular

al estudio de la enfermedad hereditaria ha producido un diluvio
de articulos.

No es sorprendente, que una proporcién hayan tratado con globina,
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la proteina de la genética molecular humana y un tépico que

ha sido habilmente revisado muchas veces,24,106

Los estudios moleculares de la hemofilia A también ha progresado.
Recientemente dos compafiias biotecnolégicas han reportado 1la
aislacién independiente de el gen del factor VIII:C, el cudl ha
sido clonado, caracterizado y expresado en cultivos de células de

mamiferos.112

Este gen ha sido sefialado en el brazo largo del cromosoma humano
en el Xg24-qTer, el cuil tiene una longitud de 186 Kb, y contiene
26 exones, codifica una proteina de 2351 aminodcidos con una masa

molecular relativa de 267,039D.

varias publicaciones recientes han mostrade claramente dque el
diagnéstico prenatal y la decteccién de portadores por mé&todos

que involucre el DNA son muy factibles en la hemofilia a.27:49

Los autores naturalmente han apresurade los sucesos y las posibi-
lidades de nuevas técnicas que tiendan a comprender sus limita-
ciones. Esto puede llevar a concluir que los métodos primitivos

estan en inminente peligro de desaparecer.

Un grupo de médicos y cientificos en Londres reportaron en julio
de 1984 que podrian distinguir a los hijos hemofilicos y normales
de una madre portadora usando métodos que involucran al DNA, La
madre era doblemente heterocigota para la hemofilia A y para el

Dx13, una restriccién de polimorfismo enzimdtico y extragénico
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del BgL II la cuil esta intimamente ligada al Locus del £.VIII
sobre el cromosoma X (el papel biolégico del Dx1i3 es completamen-
te desconocido) .59
OBSERVACIONES
1) Los meritos relativos de los marcadores genéticos intragénicos
y extragénicos.

2) La frecuencia esperada del uso de combinaciones genéticas,
cuando existen marcadores genéticos del DNA adecuados.

3) Complicaciones del desequilibrio de unién.

4) Algunos problemas pricticos del diagnéstico.

Los marcadores polimérficos del DNA se basan en la mayoria de los
casos en la presencla o ausencia de un sitio de reconocimiento en
el DNA para la asoclacién del corte de una restriccién enzimatica
bacteriana. Este sitio es siempre el sitio medio de una secuencia
de tres. Los otros sitios estan siempre presentes y la presencia
o ausencia del reconocimiento del sitio medio determina el tamafio
de los fragmentos (restriccién del polimorfismo en la logitud del
fragmento, RFLPs) que son reconocidos por una prueba hibridizante
especifica.?7:49

Los sitios de restriccidén estan distribuidos en poblaciones de
acuerdo con las reglas de la genética de poblaciones, sobre
cruzamiento, mutaclién, eslabonamiento y conforme a la ley de

Hardy-Weimberg y a las reglas del equilibrio de unién.20

La deteccién de un polimorfismo en el DNA, normalmente sSe encuen-

tra por el método de Southern.l95 Esta técnica requiere una
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prueba adecuada, es decir un fragmento de DNA, que hidrolice al

DNA, en 1la vecindad del sitio de reconocimiento, existen tres

tipos de pruebas:

1.- Fragmentacién DNA, al azar, los cuales no esten separados
sino ligados al gen de la enfermedad de interes;

2.~ Fragmentos subclonados del gen de interés ya aislados; y

3.~ Pequefios oligometros sinteticos de DNA, gue puedan reconocer
diferencias tan pequefias como un par de bases simples entre
dos secuencias de DNA, tales oligonucleotidos pueden ser
usados algunas veces en una afeccién similiar cuando la
lesién ha sido definida con exactitud.

La primera prueba detecta los marcadores polimorficos extrageni~

cos, la segunda detecta los marcadores intragénicos, y la tercera

detecta la mutacién en si.105

Al igual que con el diagnéstico prenatal convencional y 1los
procedimientos de deteccidn de portadores, los tres métodos
requieren del estudio de los miembros familiares, lo cuil es un

requisito indispensable. )

Un marcador intragénico es mas aconsejable para su usc que un
extragénico por las diferencias en las frecuencias de entrecruza-

miento, la medida convencional de la distancia en genética.2°

1a teoria convencional de recombinacién implica que la velocidad
de sobrecruzamiento entre dos genes, o un geny un sitio de
reconocimiento se incremente con la distancia que los separa, y
que la recombinacién entre un gen o un sitio de restriccién seria

esencialmente nula cuando el marcador se confunde con el gen.
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La no frecuencia del sobrecruzamiento intragénico pude apreciarse
considerando que una frecuencia de recombinacién de 0.01% de

sobrecr iento es r dable para un promedio de alrededor de

1000 kilobases (Kb) de DNA, en humanos.20

En las proximidades del centro del gen a 353~-Kb. Cualquier cambio
mutacional en el gen F.IX conduce a una hemofilia B que debe
estar apr6ximadamente a 17Kb de este marcador, y la mayor parte
debe estar dentro de 10Kb. Una distancia de 10Kb, podria trasla-
darse a una frecuencia de sobrecruzamiento de alrededor de 0.0001
(10/1000x0.01) . El seguimiento del gen de la hemofilia B con
este polimorfismo TAQ I, entonces, produce un resultadc esencial-

mente no probabilistico.l19

Cuando una mutacién para la hemofilia B tiene lugar, sobre el
cromosoma que tiene el sitio de restriccién TAQ I, mencionado
arriba, los dos se asociaron por muchas generaciones, quizas
hasta gue la mutacién de la hemofilia se extinga y si ocurre una
mutacidén sobre el cromosoma unido a un sitio TAQ I, la situacién

opuesta es factible.119

Es posible esperar gque la relacién especifica sea constante
semejante al polimorfismo intragenetico que es muy valioso en 1la

deteccién de portadores y el diagnéstico prenatal.

Cuando el gen codifica un producto de interés que ha sido clonado

una ivestigacién para el polimorfismo intragenetico seria de alta
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prioridad.

Sin embargo cuando el gen no ha sido clonado como es el caso de
la enfermedad de Huntington®4,y la distrofia muscular de Duchen-

ne58

esto no es posible, los marcadores extragénicos unidos a
distancias de 10 o mas Centimorgans (10000 Kb) de un gen de
interés puede algunas veces ser muy comGn, por ejemplo en la
enfermedad de Duchnne. cuando solamente esta disponible un
marcador extragénico ligado, su utilidad dependeri de la tensién
de la unién. Las respuestas obtenidas son probabilisticas siem-~
pre que sea usado un marcador extragénico, ya que el marcador es
un polimorfismo del DNA, o uno de otro tipo. 8i la frecuencia de
recombinacién (porcentaje de sobre cruzamiento) entre un gen
mutante y un pollmgrfismo del DNA, exedente el margen de error de
un procedimiento dé#diagnbstico diferente, el valor del polimor-
fismo del DNA, se reduce apreciablemente, un ejemplo podria ser
la situaciébn de 1la distancia de unién entre el Dxi3, y 1la
hemofilia A, descrita por Harper y sus colabnradoressg, puede
exeder el margen de error de los primeros métodos de bioensayo,

el cuil para el diagnéstico prenatal es esencialmente cero.

Hasta el momento, el diagnéstico prenatal de métodos basados en
el DNA es igualmente bueno para la hemofilia A 'y B, han sido
encontrados tres polimorfismos intragénicos en el factor
IX, mientras s6lo un polimorfismo comGn simple en el muy largo
gen factor VIII, encontrado por un grupo después de una investi-

gacién intensiva en 37 restricciones enzimiticas. El pequefio



-85-
nGmere de polimorfismos en el gen factor VIII fué inesperado,
debido a su longitud;186 Kb y 35 Kb para el gen factor IX y 70 Kb

para el grupo de genes de las beta globinas.24,49,119

Recientemente, un segundo grupo ha confirmado 2la naturaleza
*hipopolimorfica” del gen f, VIII al descubrir sé6lo un polimor-
£ismo comin adicional después de un andlisis de 19 mujeres norma-

les (38 x cromosomas) usando 18 enzinas y ocho pruebas.2

La.utilidad de un marcador genético, intragénico o extragénico,

depende de otras consideraciones genéticas como la distancia de

unién. Por su puesto, la madre la cuil es heterocigota para un
gen de la hemofilia debe también ser heterocigota para el marca-
dor polimorfico. La relacién Hardy Weinberg explica, sin embargo
que cuando la frecuencia de dos alelos es igual (p=gq = 0.5), la
heterozigocidad (2pqg) es sélo del 50%. Asi de acuerdo con las mis
favorables relacién alelica (50 : 50) un polimorfismo intragénico

simple sera de utilidad al 50 : 50.2

Las relaciones alelicas de 70:30 y 80:20 son frecuencia menos
utilizadas que las relaciona 50 : 50 pero teniendo mis de dos
alelos por marcador de DNA, como en el sistema HLA, seria nuy

ventajoso.2,51,89

Una prueba extragénica ST14, estrechamente ligada al £.VIII ha

demostrado tener al menos 14 alelos.51,89

Presumiblemente, el polimorfismo es del tipo suspencién-insercién
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m&s que una restriccién del sitio enzimdtico, puesto que ocho de
los alelos son reconocidos con el codigo TAq I y seis en el
cédigo MspI. La prueba ST14,entonces, posee mucho del poder
discriminante genético de los tipos HLA y puede ser de importan-
cia en futuros estudios genéticos de la hemofilia a.20 Sigue sin
establecerse como es gue los alelos ST14 estan permanentemente

fijados y heredados en una fase mendeliana.

Se ha sugerido que el uso de métodos que involucran el DNA debe-
ran mejorarse para describir varios polimorfismos dentro de un

gen de interés.

Esta es una idea atractiva, pero existen varios problemas, poli-
morfismos adicionales que pueden ser alqunas veces poco frecuen-

tes, como en el ejemplo del £.VIII mencionade anteriormente.

Ademds puede demostrarse matematicamente, que si existen dos
polimorfismos intragénicos independientes, cada uno con una
relacién alelica de 50 : 50, la hetorogocidad para uno u otre o
ambos, estari presente en sb6lo el 75% de las veces (la frecuencia
seré del 87. 5% Para tres Yy del 93.75% para cuatro
polimorfismos). El andlisis detallado del grupo de genes para la
globina ha indicado que este polimorfismo intimamente liqado no

gs independiente, pero esta aen unién (o Halotipeo) desequilibrada.
+70 "El enorme tamafio de los genes de la hemofilia sugiere que

muchos polimorfismos podrian estar presentes y gue la unién
desequilibrada puede no ser un problema. Sin embargo, la expe-

riencia con el hipopolimorfismo del £.VIII dan la pausa.2'51
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La unién desequilibrada ha yganado gran interés en la genctica
molecular en afios recientes. Esta es detectada cuando ciertas.
combinaciones de alelos unidos a dos o m&s lugares (haplotipos)
han sido asociades més frecuentemente que la frecuencia al azar
predecida para la frecuencia de los genes. Los tres polimorfismos
intragénicos del £.IX se ha encontrado gque estan en unién des-
equilibrada tal y como se habia esperado, y los autores han
estimado que 1la probabilidad de que la madre sea heterocigota
para cualquiera de uno de los tres polimorfismos es solamente del

66%.119

El fenémeno de unién desequilibrada puede comprenderse intuitiva-
mente, Yy el porciento de cambio hacia el equilibrio debido al
sobrecruzamiento puede estimarse matemiticamente. La teoria del
sobrecruzamiento se basa en un modelo derivado de la citogenética
y la crianza de plantas y animales y si dos marcadores gené&ticos
estan estrechamente ligados, la intuicién sugiere que el frecuen-
te sobrecruzamiento sera eventualmente fortuito en ambas formas
de un polimorfismo con ambas formas de otro.l19

Eventualmente los cuatro halotipos (++),(+=),(-+),(~~) estarédn
presentes en frecuencias proporcionales a las frecuencias de los

genes, y la condicién de unién desequilibrada sera alcanzada. 20

Sin embargo, cuando los sitios estan muy préximos y el sobrecru-
zamiento es muy raro, como cuando ambos sitios son intragénicos,
la velocidad de cambio hacia la unidén en desequilibrio debida al

sobrecruzamiento puede ser muy lenta. A partir de la teoria
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genética, puede calcularse que cuando dos genes tienen una fre-
cuencia de recombinacién de 0.30 estos reguieren 2.7 generaciones

para alcanzar el "equilibrio medio", 20,119

Por otro lado el tiempo requerido para dos mutaciones de 10 Kb
del periodo requerido para alcanzar el equilibrio medio es de
6,931 generaciones o al rededor de 173,000 afios a 25 afios por

generacién. 20,119

Dos marcadores intragénicos dentro de £.VIII o el gen £.IX espe-
rados apriori para ser unidos en desequilibrio a menos de que
exista un mecanismo para trabajar otro sobrecruzamiento que
tienda a producir equilibrio. Semejante proceso como la conver-
si6n del gen y la recurrente mutacién puede introducir perturba-
ciones en el equilibrio entre polimorfos intimamente ligados en
algunas circunstancias y un posible ejemplo ha sido reportado
recientemente.®

El ejemplo involucra una restriccién del polimorfismo en 1la
longitud del fragmento (RFLPs), clasica, una longitud de 6.8 Kb
de DNA sobre el cromosoma 1l. Se encontro que este fragmento
tenia cuatro sitios polomorficos de restriccién enzimitica intima

ligados y todos estaban en equilibrio genético como se esperaba.6

El1 efecto sobresaliente, sin embargo, fué que el otro par de

polimorfismos mostraron un desequilibrio mayor que el par intimo.

El descubrimiento de un marcades extragénico pero intimamente
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ligado a una distancia de 1 a 5 centimorgans a un gen de la
hemofilia puede ser de un mayor valor diagnéstico que un segundo
marcador intragénico, seria méds oportunc mezclar los halotipos vy
la produccidn de nuevas combinaciones y ademis menos cambios de
desequilibrio. Dos marcadores extrayénicos localizados de 5 a 10

centimorgans a cada lado de un gen, puede usarse de otra forma.®

8i ellos cosegregan, se inferiria que, la velocidad de doble
sobrecruzamiento, estara acompafiada por el alelo con el que
estaba asociada en el origen. Sabiende como estaban asociados en
sus padre requiere, por supuesto, gue otros miembros de la fami-
lia sean estudiados. Una debilidad de este acercamiento es que
este produce una respuesta probabilistica. Se espera gque 1los

métodos para DNA eliminen esta ccmplicacién.6

Recientemente se ha puntualizado que cuande un marcador de DNA es
extragénico y este producto es entonces probabilistico, el resul-

tado puede usarse con el resultade de un biocensayo de plasma.eng
Las matemdticas simples involucradas han sidoc delineadas clara-

mente y han demostrado que si el RFLPs el gen ligado indica wuna
probabilidad del 95% de portador, esta probabilidad se incrementa
el 99.4 % si combinado con el bicensayc provee una probabilidad
del 90 %. Asi, el alogaritmo para utilizar marcadores
extragénicos para DNA en la deteccién de portadores incluira
siempre cuidadosas evaluaciones recomendables para bioensayos de

plasma.gy
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Los principios genéticos discutidos estan lejos de aplicarse al
diagnéstico prenatal y deteccién de portadores en ambos desbérde-
nes ligados al cromosoma X la de deteccién de portadores es
problema mis complicado. Considerando el parentesco de la hemofi-
1lia a descrito por Harpersg, €l cudl se esquematiza en la figura
{(10). La madre heterccigota para la hemofilia a y procreando
hijos normales y hemofilicos. Ella mostro tener algunos fragmen-

tos BgL II sin variar y dos variantes, 5.8 Kb y 2.8 Kb.

Un hijo hemoffilico tuve el fragmento de 2.8, esto establece gque
el fenotipo hemofilico de un hijo posterior podria establecerse
prenatalmente por el tamafio de los fragmentos de Dna, como se
indica en la figura (10) (el DNA del comosoma X del padre no es
informativo con respecto a su hijo, puesto que el s8loc contribuye

€on un cromosoma Y)'83

Como se muestra, en el caso de una hija, si es homocigota para el
fragmento de 2.8 podria ser portadora, provocando que el sobre
cruzamiento no tenga lugar. Si ella fuera homocigota para el
fragmento de 5.8, seria normal, bajo la misma premisa, pero que
pasaria si ella fuera heterocigota?. El Dx 13 normal del padre

tendria que ser determinado.gj

Si el tiene el fragmento de 5.8 seri portadora. Si el DNA del
padre no esta disponible para su estudio, la condicién de hija

heterocigota no podrad ser estimada por el método. gy



-91~-
FIGURA No. 10 TAMARO DE LOS FRAGMENTOS DEL DNA
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Lhemofiilico normal pox:t:ador normal

hijos hijas

2.8 Fragmento corto DNA
5.8 Fragmento largo DNA
h= Gene hemophilia

+= Alelo normal al locus de la hemofilia
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En una familia Danesa, se ha demostrado que el problema de la
hija heterocigota indeterminada en un caso de hemofilia a puede

ser real.sg

Usando la prueba Dx13, un feto masculine y su madre fueron clara-
mente establecidos comc normales. Amplias aplicaciones de la
prueba a la familia permiten primero sequir a la madre para
identificarla como portadora con una probabilidad del 92%. Sin
embargo el genotipo de una segunda hija con un hermano hemofilico
no podria ser determinada puesto gue ambas, madre e hija fueron
heterocigotas para el Dx13 y el padre no estuvo aparentemente

disponible para el estudio.,q

La mutaclién exacta ha sido definida en un pariente por otros
estudios, esto posibilita idear una prueba para el oligonucleoti~
do para detectar directamente la presencia de una mutacién en el
DNA de la hija cuando esta no puede ser determinada por el RFLp.
Deber& puntualizarse sin embargo que determinando 1la 1lesién
genética precisa en una hemofilia emparentada es difficil hasta el

momento.
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IV.11 ENSAYO DEL FACTOR VIII:C CON UN SUSTRATO CROMOGENITO

El factor VIII procoagulante (factor VIII:C) activo es frecuente-
mente determinando durante ensayos de coagulacién los cuales son
variaciones de tiempo parcial de tromboplastina y en una menor
proporcién, por ensayos de dos estados de coagulacién, los cuales
se basan en el tiempo de generacién de tromboplastina o en la
generacién de tr°mb1“a'1,56,91,95

La precisién de los ensayos de coagulacién con frecuencia puede
ser poco satisfactoria con coeficientes de variacién algunas
veces cercanos al 30%.g5 Esta cifra resulta de una variacién del
tiempo de coagulacifén usualmente s5lo del 4.5%. Muchas variables
influencian 1la exactitud y precisién de los ensayos de coagula-
cién, por ejemplo, fuente de fosfolipidos, activador de contacto
y sustrato plasmatlco.7'30,3g Procedinientos semiautométicos o

totalmente automiticos incrementan aGn més la precisi6n.72’a4

Aungque esta aproximacién no garantiza una mejor
reproducibilidad,g, afin cuando se obtenga una alta precisién, la

exactitud puede ser no satisfactoria, pero en ese caso el wmayor
riesgo de asignar niveles falsos de factor VIII:C, parece tener
su origen en los plasmas estandar impropiamente calibrados mas

que en el principio del método empleado.g7, 58

Recientemente se ha introducido un plasma estandar internacional

el cufl podria ser de gran valor para incrementar la exactitud.

57,58
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Una situacién insatisfactoria permanece hasta el momento, sin

embargo, puesto que la mayoria de los laboratorios emplean un
método establecido y por esto se tiene gue confiar en la disponi-
bilidad del plasma con hemofilia A;. Un suplente adecuado de

este plasma substrato puede ser dificil -de obtener debido al uso
incrementado de la terapia casera. Ademds, existe un riesgo de
contaminacién con antigenos de hepatitis y otros agentes infec-
ciosos. Han sido introducidos plasmas artificiales deficientes de
factor VIII:C, pero es dudoso gue estos sean ampliamente emplea-
dos en el futuro puesto que involucran upa cierta cantidad de
trabajo preparative y ademds la estandarizacién, puede imponer un

problema.zs

El advenimiento a un gran progreso en lo concerniente a 1los
métodos para medir parametros importantes en la coagulacién y la
fibrinolisis.,g La introduccién del substrato $-2222 factor Xa de
alta selectividad;, condujo al desarrollo de un método con un
factor VIII:C cromogénico basado en un estado de doble reaccién
en el cudl el efecto estimulatorio del factor VIII:C en la gene-
racién intrinseca del factor Xa sea utilizada y donde la forma-
cién de p-nitroanilina libre (pNa) medida a 405 nm refleje 1la
actividad del factor VIIX:C.gg Sin una reaccién de diazota-
cién, sin embargo, el método carese de la sensibllidad necesaria

para detectar bajos niveles de factor VIII:C, la desfibrinizacién



—g95=
de la muestra tambié&n es necesaria. Un metodo sencible c¢on la
precisién requerida fué entonses desarrollado. Este se basa en el
uso de factores IXa y X bovinos parcialmente purificados en vez
de factores plasmadticos humanos. El método fué més tarde simpli-

ficado y desarrollado en un eguipo reactivo.9l1°3

Recientemente la resclucién ha sido mejorada y el intervalo de
medicién se ha ampliado.gq El propbsito de este trabajo es des-
cribir el principio del método usado y presentar algunos resul-
tados obtenidos con el equipo del método del factor VIII:C cromo-

génico. 22,74
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PRINCIPIO, DISENO Y EJECUCION DEL EQUIPO DE COBERTURA
DEL FACTOR VIII:C

Durante el desarrollo del método del factor VIII:C cromogénico,
se reconoclo primeramente que ademis de la alta sensibilidad,
precisién y exactitud, debieran satisfacerse 1los siguientes

criteries:

a).- E1 plasma con hemofilia A no deberia incluirse.

b) .- Deberia obtenerse una relacién lineal entre el factor
VIII:C y la formacién del pNa, que es registrado a 405 nm.

C).~ El método deberia ser simple en su ejecucién y sélo incluir
volumenes rutinarios usados en los laboratorios.

D) .- Deberia evitarse la desfibrinacién.

e).- Los reactivos deberin tener cierta estabilidad.

El método se basa en la generacién intrinseca del factor Xa donde
el factor VIII:C actfia como un estimulante muy potente.

ca2+ fosfolipido, factor 1Xa

Factor X - factor xa (1)
Factor VIII:C

En una segunda reaccién el factor Xa queda disponible para niugg-

lizar el substrato S-2222 Factor Xa cromogénico.

Factor Xa
§=2222 m=——m——— —————— ~~~-p» peptido + pNA
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La liberacién de pNA es entonces medida en un espectrofotometro a

405 nm.

TABLA 5 L.a composicién del equipo

§-2222 e I-2581 Liofilizados
Factores bovinos IXa y X Liofilizados
Emulcién Fosfolipida

Solucién buffer: 50nm tris. Hel ph = 7.3 I = 0.15 0.2% de
albumina bovina,

Por la delicada composicién del reactivo que contiene los facto-
res bovinos IXa y X, los requerimientos en a) y b) deben satisfa-
cerse, puesto gue las actividades del factor VIII:C entre 1 y
150% pueden determinarse, la relacién lineal hecha es practica-
mente imposible para obtener la resolucién deseada dentro de un

intervalo.;;, 74

En cambio han sido definidos tres intervalos, 1los cuales se

describen en la tabla (6).
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Tabla (6) Tres rangos de factor VIII:C, son definidos con

diferentes tiempos de incubacidn

Rango de VIII:C Activacién Tiempo Hidrolisis
Tiempo Acido - alto
15 - 100 % 5 5
20 - 150 % 5 5
1 - 20 % 10 10

El intervalo de 20-150% es intentado para usarse con propositos
de proteccién y en general para investigaciones de incubacién. El
intervalo de 15-100% ofrece una gran resolucién y es el mejor
situado para la deteccién de portadores y pacientes con algunas
variantes de la enfermedad de Von Willebrand. El intervalo de 1-
120%, finalmente fué usado en el andlisis de muestras de pacien-
tes con variantes de la hemofilia A y durante el tratamiento con

factor VIII concentrado.22‘74

Las muestras obtenidas inmediatamente después de la infusién, sin
embargo,pueden ser prediluidas para que caigan en este
intervalo.22l74

Después de algunos trabajos, desarrollados, es posible usar
muestras bastante diluidas para facilitar el uso de muestras

desfibrinadas. Tabla 7
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Tabla (7) Muestras diluidas

Dilucion : Muestra

Tubo no. 1 Rango
plasma o standard ul. 25 "0 - 1%
Buffer (0-87 ) ul. 2000 1 - 20%
3000 20 - 150 5

Mediante la inclusi6én de la labumina en el buffer se obtiene una
estabilidad razonable y una alta recuperacién de factor VIII:C.

Realmente se encontro gque en ausencia de albumina, las perdidas
inmediatas alrededor del 20% del contenido e factor VIII:C,
ocurrio en muestras muy diluidas, indicando una absorcién en 1las
superficies.gg

El ensayo del factor VIII:C cromogénico puede efectuarse ya sea
mediante un procedimiento de velocidad inicial o punto final pero
el corto intervalo del Gltimo método es preferido porque la poca

generacién de factor Xa y las bajas actividades amidoliticas.gg
En la tabla 8 se muestra el método del punto final.

Para obtener una estabilidad apropiada, el factor reaccionante y
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el fosfolipido no son mezclados hasta su uso (mezclando una
relacién de 5 + 1, v/v) y el reactivo de trabajo también prepa-
rado es estable durante 4 horas cuando se pone en hielo. El1
factor reactivo contiene albumina para minimizar perdidas durante

la liofilizacién.gg

Tabla (8) Mé&todo del punto final

Reactivo de trabajo (0 - 87c) 200 ml.
Muestra o dilucién estandar

Termostato 4-5 min. A 37‘c 100 ml.
ca cl2 incubacién 5 o 10 min.

A 377c 100 ml.
$-2222 + I-2581 hidrolisis

5 o0 10 min. A 37'c 200 ml.
Acido acético al 50% 100 ml.
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La absorbancia de la muestra es leida frente a un reactiveo blanco
con un espectrofotometro a 405 nm.
Aunque el 5-2222 posee una alta selectividad para el factor Xa
pueden causarse interferencias por la trombina la cual es formada
durante el paso de la activacién. Mediante 1la inclusién del
inhibidor I-2581 de la trombina en el substrato esta interferen-

cia se previene esencialmente.gg

Discucién.-~ la figura (i1 y 12) muestran curvas estandar tipicas
en los tres intervalos definidos. Se obtiene una buena correla-
eién entre las muestras diluidas en buffer, solas o con adicién
de plasma con hemofilia A para dar 1la misma concentracién
plasmdtica en todas las diluciones de muestras, el 1.24% corres—
pondiente a 25 ul. De plasma + 2000 ul. De buffer, figura (12)
esto demuestra que el método mide apropiadamente la actividad del
factor VIII:C sin serias influencias de otros componentes del
plasma. La figura (13) muestra el resultado obtenido con un con-

centradoc de factor VIII llamado octonativ (Kabivitrim).gg

Puesto que la predilucién en este caso es 1:50, la dilucién total
de la muestra correspondiente al 100% del factor VIII:C es de
alrededor de 1:4000 (1:50 x 1:81). Sin embargo, los resultados

obtenidos son reproducibles y exactos.g

En todos los casos los valores de absorbancia estan en un inter-
valo gque permite el uso de fotometros rutinarios. La resolucién

del % de factor VIIXI:C es de alrededor de 0.013 unidades de
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absorbancia en el intervalo mas bajo y 0.0053~0.008 unidades de
absorbancia en los intervalos mds altos respectivamente. En
combinacién con un coeficiente de variacién inferior al 5% esto
dara una descriminacién entre muestras con diferencias muy pegue-
fias en los niveles del factor VIII:C como puede observarse en la
figura (12), el limite de deteccibn es de alrededor del 1% de

factor VIII:C.g,gg

La estabilidad de las muestras diluidas cuando se ponen en hielo
se muestra en la figura 14, en 30 min., no ocurrio un decremento
significative en la actividad del factor VIII:C. La temperatura
ambiente da un decaimiento ligeramente acelerado de la actividad,
pero también en este caso el almacenamiento por m&s de 30 min.

Parece ser factible.gyg

La alta especificidad del método ya ha sido reportada con ante-
rioridad. Este también mostro que la antitrombina III en ausencia
de heparina no afecta bajo condiciones prevalecentes durante el
ensayo.En presencia de 0.5 UI de heparina/ml de plasma, sin embar-
go, ocurre una ligera inhibicién probablemente por la accién del

complejo antitrombina III/heparina.g, gg

Un estudio conjunto mostro que la correlacién para ensayos de
coagulacién automatizados es 0.92 -~ 0.98 con una aproximacién

correspondiente a la asignada a la actividad del factor VIII:C.

Asi el método al parecer da resultados exactos.glsa
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Finalmente, debera enfatizarse gque la exactitud de las mediciones
de la actividad funcional de cualquier metodo con factor VIII:C,
en un amplioc grado es gobernada por el tratamiento de la muestra,
debido a 1a 1labilidad de factor VIII:C. Preferentemente el
andlisis debera efectuarss rapidamente Yy 1la muestra entonces

serd almacenada a menos de 40%c.g gg

Almacenar a 209c no cs recomendable durante unos cuantos dias. El
descongelamiento también debkerd estandarizarse para una muestra

homogena sin creoprecipitado.Q’GB
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Figura 11.- Curva estandar para rangos a= 15- 100%
Y b= 20 - 150% de factor VIII:C
diluciones de plasma normal correspondientes a 100%

de factor VIII:C en los dos rangos, como se nuestra

en la tabla No., 7

A 405
A
RANGO ALTO
0.8
0.7 3
0.6 3
0.5
0.4
0.3
0.2 b
0.1 1 €. V.< 5% (n=10 )
> A
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»-
+ — >y
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Figura 12.- Curva estandar para 1 - 20% de factor VIII:C
A 20% de Factor VIII:C le corresponde 5 ul de

plasma normal + 2000 ul de k:t de buffer

A 405
A
RANGO BAJO
0.6
0.5
0.4 @ Dilucién en factor VIII
deficiente en plasma

0.3 O pilucién en buffer

4
0.2
0.1 + C., V.< 5% (n=10 )

. >
0 5 10 15 20

% FACTOR VIII:C
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Figura 13.- Curva estandar obtenida con el factor VIII:C

ado con o tiv. Contiene
50 u/ml.Las diluciones son de acuerdo con la

tabla No. 7

0.7 ALTA CONCENTRACION F VIII:C

PREDILUCION 1:50

6.1 €. V.< 5% (n=10 )

0 25 50 75 100

§ F VIII:C
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Figura 14.-~ Estabilidad de dilucicnes de plasma normal 100% y
25% factor VIIi:c corresponden a 25 ul. y 6.25 ul.

Regpectivamente de plasma normal.

ACTIVIDAD
RELATIVA

4——— 100% F VIII:C

0.7 1 25% F VIII:C

60 120 180 min
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1v.i2 TRATAMIENTDO

El tratamiento de los pacientes con hemofilia ha mejoradoc consi-
derablemente en los Gltimos afios. Los métodos modernos de bancos
de sangre han puesto a disposicién del médico grandes volumenes
de sangre completa y plasma; recientemente preparados muy poten~
tes de factor VIII de origen animal, estan en uso en Europa y en
Estados Unidos de Norteamérica. Aunque ninguno de estos concen
trados proporciona la solucién total al problema de la hemofilia,
resultan de gran utilidad para el hemofilico. La pérdida de
sangre se resue}ve_mugho mas rapidamente y se asegura la hemnatw-

gia.15,23,25,28

Si el paciente esta preparado adecuadamente, la cirugia mayor,

aunque sigue siendo bastante peligrosa resulta posible.

Plasma normal.~ El empleo de plasma humanc como fuente de factor
VIII ha dado buen resultado para dominar la mayor parte de las
hemorragias en tejidos blandos, hematurias y las que se observan
»dgsnués de extraccién dental en pacientes hemofilicos con defi-

ciencia ligera. Debe ser racio. svonarado, ya que pierde més del

50% de su actividad en cuatro dias si se conserva en- .. wanco de

sangre a las temperaturas corrientes de 2 a 4%c.57,65,83

El plasma separado rapidamente de los globulos y congelado a 309c
conserva su actividad hasta 30 dias y constituye un producto
excelente del cuil debe disponerse. La concentracién relativamen-

te baja y la semidesintegracién breve del factor VIII del plasma
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normal constituye una limitacién obligada.
Resulta diffcil conservar a los pacientes sin hemorragia despuésv
de una intervencién de cirugia wmayor o traumatismo intenso, sin

el peligro de sobre cargar el sistema circulatorio.ss,a:

Concentrados heter6logos. La necesidad de una fuente rica en
factor VIII se reconoce desde hace tiempo. La obtencién de un
preparado muy activo, a partir de sangre animal, ha permitido
administrar a los pacientes una cantidad de factor VIII equiva-
lente a la contenida en ocho litros de sangre humana en una sola

inyeccién de pequefio volumen. Sin embargo, como estos preparados

son de proteina heteréloga, resultan antigenicos y por lo tanto
de utilidad 1limitada. Resulta posible dar una sola serie de
tratamiento en 8 a 10 dias, pero la respuesta de las inyecciones

muchas veces disminuye progresivamente. Puede darse una segunda
serie, pero tiene el peligro de la reaccién anafilactica. Como
s6lco hay dos preparados de origen animal disponible (bovino y
porcino), se reservan para los episodios m&s graves de hemorragia
y para la cirugia mayor, en aquellos paises donde estan disponi-

bles, cosa que no ocurre en Estados Unidos.,;s

Concentrados de factor VIII humano. El perfeccionamiento ré&pido
de los concentrados de factor VIII humano durante los dltimos
afios ha tenido gran importancia en el tratamiento de pacientes
con hemofilia. Durante mucho tiempo el Gnico concentrado disponi-
ble era el preparado mediante una modificacién de la técnica de

cochn de fraccionamiento plasmético.36’65'115
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Empezando con plasma mezclade, el preparado final contenia una

concentracién 10 x de factor VIII.

Este concentrado no ha sido uniformemente aceptado para tratar la
hemofilia porque el empleo de plasma mezclado como material punto
de partida conlleva gran peligro de hepatitis serica, y la poten-
cia, aunque mejor que la de un plasma fresco, todavia es sufi-
cientemente baja para que pueda producirse una sobrecarga circu-
latoria. Se ha observado hemolisis durante la administracién de
este material a unos cuantos pacientes; se ha atribuido a 1la
presencia de un titulo elevado de isoanticuerpos anti-a o anti-b

contaminado el concentrado.3g, 65,115

Un descubrimiento importante fué el reconocimiente de gue el

factor VIII podia separarse del plasma por crioprecipitacién.

cuando un plasma previamente congelado se descongela a temperatu-
ra de refrigerador, la mayor parte del factor VIII persiste como

gel y puede separarse del resto del plasma por centrifugacién.gg

Después de extraer el factor antihemofilico, la fraccién residual
del plasma puede utilizarse con otros fines. Este proceso permi-
te obtener una concentracién de factor VIII de 15 a 40 veces
mayor que la del plasma normal, pero persiste el peligro dev
transmitir 1a hepatitis sérica. La gran ventaja de esta té&cnica
ha sido su simplicidad. Puede producirse factor antihemofilico
por crioprecipitacién y almacenarse en cualquier laboratorio de

banco de sangre bién eq‘-‘il’ad"-:e,es,ns
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Se logro otro adelanto importante cuando se comprobd que el
factor VIII precipitaba en presencia de algunos aminodcidos., Se
ha obtenido un material precipitado con glucocola que contlene

una concentracién de 100 a 400 X de factor VIII.s7,48,94

La concentracién de factor VIII en un paciente con hemofilia
puede normalizarse con un pequefio volumen de dichoe material
administrado. Si el costo de tales preparados puede reducirse y
se evita la posibilidad de transmitir la hepatitis, el perfeccio-
namiento de la concentracién de factor VIII permitird tratar a
los hemofilicos en forma, profilictica. Un programa cuidadosamen-
te establecido, con estrecha vigilancia del tratamiento en los

pacientes hemofilices, permitio conseguir mejoras.47,48,94

Como el empleo de concentrados de plasma humano tenia el peligro
de hepatitis, muchos autores administraban profilacticamente
globulina gamma mientras se sostenia la concentracién de factor
VIII. Algunos estudics recientes parecen indicar que las células
endoteliales de los vasos sanguineos son el foco donde se produce
el factor VIII, Esto podria quiza explicar el aumento transito-
rio de las cifras de factor VIII, después de los transplantes de
bazo y de higado.1,79'115

El tratamiento de la hemofilia A ha experimentado avances impor-
tantes desde la disponibilidad de concentrados de factor VIII.
8in embargo, en la actualidad seguimos sin una solucién satisfac-
toria para aquellos pacientes que desarrollan inhibidores a dicho

factor. La situacitn en ellos es de alto riesgo hemorréagice, lo
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cuil unido a la incidencia de aparicién de los anticuerpos, entre
un 10 a un 15% de la poblacién de pacientes hemofilicos, lo con-
vierte en la situacién de mayor gravedad clinica dentro de 1las

coagulopatias congénitas.1,79'115

Hasta la fecha han sido ensayadas diferentes terapeuticas en esta
patologia; concentrados de factor VIII y IX. En periodos
cartos, concentrados de factor VIII porcino complejos protrombini-
cos activados, concentrados de plaguetas, plasmoferisis e inmuno-
supresores, se han utilizado tratamientos diversos en pacientes
afectos de hemofilia A con inhibidores, estos tratamientos se

clasifican en tres gruposisy, ¢5,83,79

1) .~ Aquellos que tratan de neutralizar el inhikidor provisional-
mente. Por 1lo tanto Gnicamente se puede efectuar hemostasia
efectiva hasta la aparicidn de la respuesta anamnesica. Se
destacan los efectuados con concentrados de factor VIII,concen-
trados de factor VIII porcino con el riesgo de reacciones a
proteinas heterslogas, formacién de anticuerpos asi como produc-
cién de trombopenias; plasmoferisis que tiene la ventaja de que
el inhibidor se elimina de forma exponencial, pere +tiene el
incoveniente de la depleccién de factores de la coagulacién
especialmente en plaquetas, asi como de la necesidad de venas
idoneas.

2} .~ Aquellos gque consigquen un by-pass a la accién del inhibidor
como son los complejos protrombinicos activados, tienen el incon-

veniente del desconocimiento de la propia composicién de estos
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productos y de su mecanismo de accién.

Tienen una respuesta clinica variable, corriendo el riesgo de
provocar coagulacién intravascular diseminada incluso en pacien-
tes con alto titulo de inhibidor. A pesar de todo en determina

das ocasiones son una opcién terapeutica efectiva.

3) .~ Por Gltimo comentamos los intentos de erradicacién de inhi-
bidores con inmunosupresores. Sus mayores exitos se logran en el
tratamiento de inhibidores dirigidos contra el factor VIIXI, en
pacientes no hemofilicos (lupus eritematoso, artritis reumatoide,
procesos asmiticos, procesos malignes, colitis ulcerosa, diabe-
tes, alergia a la penicilina y durante el embarazo o el postpar-
to). Unicamente se recogen refencias aisladas de erradicacién de
inhibidores al factor VIII, en pacientes hemofilicos con trata-
miento inmunosupresor con ciclofosfamida. Hay que seflalar gque
los escasos 6xitos conseguidos, se logran en pacientes con titulo
muy bajo de inhibidores y cuando la inmunosupresién se aplica al
poco tieﬁpn de la sensibilizacién incluso durante el desarrollo
de la respuesta anamnésica primaria. De cualquier forma, el
riesgo hemorragico del tratamiento inmunosupresor en pacientes
hemofilicos lo hace de muy dificil aplicacién,

Hay que tener una buena higiene dental. Las extracciones dentales
tienen ahora menos peligro por el emplec de cintas dentales de
resina acrilica. Estas cintas protegen la encia y evitan la
expulsién del coagulo una vez que se ha formado, evitando asi el

empleo de puntos. Si se saturan los bordes de las encias hay el
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peligro constante de que la hemorragia continue por debajo de la

sutura y diseque los planos aponeuréticos del cuello, causando
obstruccién respiratoria. Puede colocarse una gasa de alginato de
calcio empapada en veneno de vibora de russel entre la ferula Yy

la encla para actuar como agente hemost&tico 1oca1.23,25'28

Se administra a estos pacientes plasma fresco. Se ha seflalado que
el empleo de dosis elevadas de estoroides disminuye la hemorragia
después de la sxtraccién dental en pacientes con

hemofilia.zglzslza

La hemorragia en los tejidos de garganta o base de la lengua o
cuello suele controlarse con la inyeccién de plasma fresco o de
concéntrado. Tengase presente el peligro de obstruccién respira~
toria, de manera que si procede pueda introducirse un tubo endo-
traqueal. Hay que evitar la traqueotomia si es posible pués
aumenta el peligro de hemorragia grave, la sangre en los tejidos
no se localiza y el cirujano no intentara drenarla; tales inten-
tos s6lo ocacionarian hemorragia mayor y peligro para el pacien-
te. La hemorragia cesard y la sangre se absorbera ripidamente si

se logra una concentracién adecuada de factor VIII. La hemorragia
superficial se controla con aplicacién inmediata de presién local
mientras se inicia la inyeccién de plasma fresco. Después de
logrado un aumento de factor VIII, hay que soltar la presién para
permitir que la sangre con factor VIII substituya la deficiente
en factor VIII dentro de los vasos bloqueados; luego vuelve

aplicar se la presién.z3 33,87
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Las hemorragias recientes en articulaciones siguen siendo objeto
del tratamiento mis conservador posible. Es importante en estos
casos adnministrar plasma fresco o consentrados gue aumenten las
cifras de factor VIII y esta medida si se realiza ré&pidamente
puede detener la evolucitn del sangrado. El reposo en cama, las
bolsas de hielo y los ap6sitos compresivos sobre la articulacién
afectada durante la fase aguda alivian algo la situacién. Para
muchos autores debe evitarse la aspiracién y el lavade de la
articulacién, que podria conducir a un mayor sangrado, o producir
infeccidn. 3, 32,87
Al poderse disponer de un nfimero creciente de concentrados de
factor antihemofilico, la artropati hemofilica se trata nés
enérgicamente, algunos autores han sefialado que la sinovectomia
logra una mejor funcién articular y disminuye la frecuencia de
hemorraglas. Al parecer un tratamiento de 5 dias con esteroides
logra beneficios en el tratamiento de estos paclientes. Pueden
plantearse problemas interpersonales entre el médico y el pacien-
te hemofilico durante el tratamiento prolongado. g g7
En un estudic reciente se comprobé® que los hemofflicos se gqueja-
ban sobre todo del retraso para establecer 1la terapéutica de
inyeccién continua, analgesia inadecuada, y punciones venosas
defectuosas por el personal hospitalario. Estos pacientes se
vuelven grandes expertos para diagnosticar 1las hemorragias y

recienten mucho cualguier retraso en el tratamiento.gg, gq
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IV.13 HISTORIA NATURAL DE LOS ANTICUERPOS EN PERSONAS CON
HEMOFILIAS
El tercer miembro de la familia de celulas "*T" virulinfotrbépicas
(HTLV-III), el cuil parece similar a la linfadenopatia asociada
con virus (lav), ha sido propuesto como el agente etiolégico de
sindrome de inmuncdeficiencia adquirida (sida).84'97 El virus ha
sido aislado de muchos pacientes con sida, y la prevalencia de
anticuerpos en los infectados o de alto riesgo pero no en los

controles de bajo riesgo.,q

Ademés, las evidencias serolégicas de la infeccién han demostrado
con anticipacién en desarrecllo de sida y ha xelacionado 1las

condiciones en dos grupos de homosexuales de alto r1959°-53,81

Las personas con hemofilia son de alto riesgo para el desarrollo
del sida, y se han encontrade anticuerpos para el HTLV-III y 1la
LAV en la mayoria de esas perscohas que han recibido concentradoes
de factor coagulante puesto que la enfermedad aparecio en hombres

homosexuales en 1978-1979.g3

Las células T virus linfotrépicas humanas al parecer son transmi-
tidas sexualmente y por transfucién sanguinias; 53,81, Y el
periodo de latencia entre la exposicidén y la aparicién del sida

promedia de 5 meses a 5 aflos.jyy

Para investigar el periodo de latencia entre la exposicién y 1la
manifestacién de la enfermedad, hay estudics recientes donde se

reportan evidencias serolégicas de la infeccién por HTLV-III en
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muestras de suero almacenadas recolectadas de recipientes de
concentrados de factor VIII seguido por un periodoc de tres a ’
nueve afios. De acuerdo con este estudio, parece ser gque muy
pocos si no es que ninguno de los casos de seroconversién para
los anticuerpos de HTLV-III ocurrio en pacientes con hemofilia
antes de 1979, Y que la velocidad de seroconversién se incremento
rapidamente en 1981-1982. Asi el intervalo es de al menos dos
afios entre la primera seroconversién y la aparicidn del sida en

hemofilicos a finales de 1981 y principios de 1982.g4

Este intervalo fué ilustrade por los pacientes estudiados los

cuales desarrollaron sida o una enfermedad semejante al sida.s;

Como la mayoria de los hemofilicos que recibieron concentrados de

factor VIII parecen haber desarrollado anticuerpos HTLV-III.g3

Durante 1981-1982, es posible que la insidencia mi&xima de sida en

hemofilicos aparecera hasta 1985 o finales.sa

La prevalecencia de linfadenopatia y otras condiciones relaciona-
das con el sida, tales como 1a'1infocitopenia, trombocitopenia y
bajo contec de células T-HELPER, también se relacionaron con el
tiempo de seroconversién, todos los hemofilicos que se serocon-

virtierén antes de 1981 manifestarén linfadenopatia y/o un conteo

bajo de células T-HELPER (menos de 400 células/mm CC).g3

En ccntraste, los hemofilicos en los que los anticuerpos HTLV-IIX

aparecierén antes de 1981 estan lejos de ser normales scbre esos
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dos parametros clinicos e inmunolégicos relacionados con el sida.
53

La linfodenopatia y/o el bajo conteo de células T-HELPER estan
presentes virtualmente en todos los hombres  homosexuales que
fueron seropositivos en 1982 y que vivian en el centro de la
ciudad de Nueva York, donde aparecio por primera vez el sida en
1979.5; En afios recientes se ha notado hallazgos similares en

hemofilicos que recibieron concentrados de factor coagulante.

Esos hallagos sugieren que en el primer o segundo afio despué&s del
desarrollo de anticuerpos HTLV-III pueden estar relativamente
libres de condiciones relacionadas con el sida que la linfopatia,
el bajo conteo de células T-HELPER y alguna otra condicién rela-
cionada como la trombocitopenia se encontrara en la mayoria de
las personas tres o cinco afios después de la
seroconversién.31'53'84

Es posible que la primera seroconversién se incremente de 1979 a

1982, requiriendose més visitas clinicas y proporciona m&s mues—
tras de suero para probar HTLV-III, mientras que los pacientes
sanos haran visitas clinicas menos frecuentes proporcionando
menos muestras para detectar la primera seroconversién. Sin
embargo, en vista de las dosis ligeramente altas de factor VIII
concentrado recibidas por los primeros seroconvertidos, parece
ser mis probable que ellos visiten la clinica por problemas
relacionados con la hemofilia severa y tengan una alta probabili-

dad de usar uno de los primeros concentrados de factor VIII menos
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contaminados.allloo No obstante las grandes dosis de concentrados
de factor VIII pueden aumentar las manifestaciones de la infec-
cién por HTLV-III o acentuar las anormalidades inmunes indepen-
dientes de la infeccién por HTLV-III aGn determinadas. Sin embar-
go, esto parece ser poco probable en vista del amplio rango de
dosis de concentrado en los primercs y Gltimos grupos seroconver-

tidos.gy ,100

La prevalecencia del 20% al 25% de la linfocitopenia y la trombo-
citopenia en este estudic de recipientes positivos a HTLV~-III es
muche mds alta que el 9.1% de prevalecencia de linfocitopenia vy
el 4.6% de prevalecencia de la trombocitopenia en un grupo compa-
rable de 1539 hemofilicos en el estudio cooperativo de inhibido-
res espontaneos del factor VIII en hemofilicos, confiado por el
irstituto nacional del corazén, pulmén y la sangre (NHLBI) de
1975 a 1979.135

Evaluaciones respectivas para un minimo de cinco afies (1979 a
1984) revelaron una mortalidad del 14.5% en un grupo de 69 hemo-
filicos los cuales tuvieron linfocitopenia persistente o trombo-
citopenia; se encontro enfermedad hepitica en cinco de esos diez

gque murieron. Es posible que la esplenomegalia, trombocitopenia
y/o linfocitopenia de los pacientes con anticuerpos para HTLV-III
estuvieran relacionadas con enfermedad hepitica mas que con 1la“

seroconversisn de HTLV-III.y;q

La 1linfodenopatia no fué asociada con la enfermedad hep&tica en
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el estudio del inhibidor NHLBI pero pudo observarse una estrecha
relacién con la presencia de anticuerpos HTLV-III por més de tres

afios.qq92

La historia natural exacta de la infeccién por HTLV-III no ser&
reconocida por varios afios mas, los datos actuales sugleren que
la infeccién por HTLV-III probablemente no conduzcan inevitable-
mente al sida en muchos pacientes, la incidencia acumulativa del
sida en los hombres homosexuales con anticuerpos HTLV-III es sblo
el O6rden de 5% al 20% (1988), y en este estudiec los hemofilicos
con anticuerpeos HTLV-IIX. La incidencia acumulativa del sida vy
padecimientos similares al sida, durante mis de tres afior de

observacién fué mas bajo del 6rden del 2% al 4*-53,81

La asoclacién de la linfadenopatia y el bajo conteo de células
T-HELPER con un prolongado periodo de incubaci6én después de la
aparicién de anticuerpos HTLV~III sugieren un avance, un proceso
tan indolente come una infeccién aguda. Siendo este proceso una
aberracién de 1la respuesta inmune iniciada por 1los antigenos
HTLV-III. La Gltima explicacién es faverecida por el gran nmero
de HTLV-III aislados de hombres homosexuales con linfadenopatia y
el perfodo de latencia de m&s de dos afios en la transfucién
asociada con 1los casos de sida.,g La explicacién anterior es
favorecida por la observacién de que la mayoria de los hemofili-
cos con anormalidades relacionadas con el sida por una prolongada

seroconvercién posterior de 4 a 5 afios.y;
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si algunos anticuerpos HTLV-III son protegidos, la mayoria de los
hemofilicos pueden ser inmunizados efectivamente con antigenes no
infecciosos incompletos que fueron rotos durante el proceso de

liofilizacién de los concentrados de factor coagulante.sy

5i tan s6lo un pequefio porcentaje de aquellos que fueron expues-
tos a los virus no atenuados antes del desarrollo de anticuerpos
neutralizantes de antigenos incompletos no infecciosos podria
esperarse que desarrollen sida. Por su puesto se requieren
muchos estudios para medir los antigenos del HTLV~III al igual
que de sus anticuerpos y los recipientes de factor VIII y suero y
un largo perfodo de observacién para contestar esas interrogan-

tes. 5y
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V.- ENFERMEDAD DE VON WILLEBRAND

La enfermedad de Von Willebrand ha sido un desérden enigmitico,
desde hace varios afios, numerosos descubrimientos han ayudado a

integrar sus diversas manifestaciones clinicas y de laboratorio.
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ANTECEDENTES

En 1926 al terminar su internade, Eric Von Willebrand, reportéd
una familia de hemorragicos en las islas Aland del Golfo de
Bothania. En la mayoria de los islefos afectados, el tiempo de
sangrado era prolongado y Von Willebrand sospecho que la prolon-
gacién se debia a una anormalidad de las plagquetas y los capila-

res.7 24

Posteriormente demostrd que 1la funcién plaquetaria realmente
estaba afectada, debido a gue la concentracién de plaquetas
escapaban de las heridas en la piel al momento del sangrado era
aproximadamente la misma que la concentracién de plaquetas circu-

lantes en la sangre.q 53

Por alguna razén las plaquetas no se adherian a la herida y no
eran efectivas en la hemostasis.

Se efectuaron numerosas pruebas invitro para medir la funcién
plagquetaria y una de las mas comunes consistio en pasar la sangre
a travez de columnas gque contenian diminutas cuentas de vidrio.;
cuando la sangre normal pasaba a travez de las cclumnas la mayo-
ria de las plaquetas se adherian a las cuentas y la sangre emer-
gente cra pobre en plaquetas.7'52

Se encontro nuevamente que muchas plaquetas escapaban de los
extremos de esas columnas, cuando se usaba sangre de pacientes

con enfermedad de Von Willebrand.
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Otras pruebas de la funcién plaguetaria tales como la’ agregacién
fﬁeron completamente normales por lo que al parecer la anormali-
dad de 1la funci6n plaquetaria, no se debia a una ancrmalidad
intrinseca de las plaquetas sino mas bién a una actividad en el
plasma que estaba ausente © era anormal en la enfermedad de Von
willebrand.z’ls Mientras tanto, tres laboratorios por separado
descubrieron gque la actividad coagulante del factor VIII se
encontraba disminuida en la enfermedad de Von Willebrand.,s gp
Esta observacién fué sorprendente porque, hasta entonces se
pensaba gque la deficiente actividad coagulante del factor VIII
era trasmitida come un caracter recesivo unido al cromosoma X; en
la enfermedad de Von Willebrand este se trasmite autosomicamente.
Se encontro que la respuesta de la actividad coagulante del
factor VIII a la transfusién era muy diferente a la observada en
la hemofilia. ¢ g2

Después de la transfusién con plasma normal, la actividad ceagu-
lante del facteor VIII de los pacientes aumenta a niveles tan
altos que podrian explicarse por la cantidad de factor VIIX
transfundido y que se prolonga mds de lo esperado. Se ha obser-
vado el mismo fenémeno cuande se han hecho transfusiones a los
pacientes con una fraccién de plasma I-O0, suero adsorbido al
igual que después de la transfusién de plasma de pacientes con

hemofilia clasica.uy, 55,75
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Esto demostro entonces que la adicién de plasma y fracciones de
plasma conteniendo factor VIII a las columnas de cuentas de
vidrio o a la sangre de Von Willebrand corregia 1la retencién
anormal de plaquetas.,
En esa época la enfermedad de Von Willebrand se diagnosticaba
sobre la base de un modo autosémico de herencia, prolongacién del
tiempo de sangrado, disminucién de la retencién plaquataria en
columnas de cuentas de vidrio, baja actividad coagulante del
factor VIII y la respuesta poco usual de la actividad coagulante
del factor VIII a la transfusién.,
El siguiente avance importante fué la demostracién de que una
proteina que se pensaba estaba relacionada inmunolégicamente al
factor VIII estaba disminuida o ausente en la enfermedad de Von
Willebrand, mientras que estaba presente en cantidades normales o
incrementada en la hemofilia clésica a pesar de la deficiente
actividad coagulante del factor VIII.gg
Al mismo tiempo se hicieron observaciones usando el antibiotico,
ristocetina. Este antibiotico causo trombocitopenia y fué capaz
de inducir aglutinacién plaguetaria en el suero normal rico en
plaguetas. g La aglutinacién plaquetaria, sin embargo, no ocu-
rrio en el plasma de los pacientes con enfermedad de Von Wille~
brand a menos que se adicionari suero o plasma normal o de pa-

cientes con hemofilia A.jq
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La disminucién de la aglutacifn plaquetaria inducida por 1la
ristocetina en la enfermedad de Von Willebrand se debe a 1la
disminucién o ausencla de una actividad relaclonada con el factor
VIII y este ha conducido al desarrollo de una prueba funcicnal la
cudl ha probado ser de mucha utilidad en el diagnéstico de 1la
mayoria, aungue no de todos los diferentes subtipos de la enfer-

medad de Von willehrand.zo,ﬁz

Recientemente se ha aislado el factor de Von Willebrand y se
demostro gue es una proteina, que consiste de series de grandes
polimeros. Numerosos estudios han demostrade que el factor
Willebrand juega un papel esencial en la adhesi6én de las plaque-
tas al subendotelio. Se han descrito las anormalidades del
factor de Willebrand y se han asociado con formas variantes de la

enfermedad. 3¢, g2
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V.1 PROTEINA ASOCIADA AL FACTOR VIII: FACTOR VON WILLEBRAND

ESTRUCTURA:

Es imposible
Von Willebran

del complejo fi

discutir los diferentes tipos de la enfermedad de
d sin el conocimiento de los aspectos moleculares

actor VIII/VW.

Las propiedades asociadas a este complejo son las

siguientes:7’1
Factor VIII

VIIX C.

VIII-C Ag.

VIII R WF-

VIII R RCo-

VIII RAg-

6,52,82
(ausente o anormal en la hemofilia A)

La actividad coagulante esta ausente o es anormal
en el plasma hemofilico; factor VIII con actividad
coagulante factor antihemofilico.

Deternminante antigenico del VIII C.

Factor de Von Willebrand (ausente o anormal

en la enfermedad de Von Willebrand)

Factor de Von Willebrand activo; factor del tiempo
de sangrado; actividad necesaria para la forma-
cidén del tapén plaguetario.

Cofactor de ristocetina, actividad necesaria para
gque la ristocetina indusca la aglutinacién
plaquetaria.

Determinante antigenico del factor de Von

Willebrand.
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Las evidencias presentadas en la resefia histérica indican que
en el plasma normal existe una proteina relacionada con el factor
VIII la cual corrige la funcién plaquetaria anormal en la enfer-
medad de Von willebrand. Esta proteina puede detectarse inmuno~
l6gicamente (VIIX RAg) y juega un papel importante en la adhesién

de las plaguetas al vaso sanguineo daﬂado.7'15'52
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V.2 PROPIEDADES BIOQUIMICAS

Como parte del complejo factor VIII/VW consiste de proteina
ligada o emparentada al factor VIII (VIIIR, factor Von Wille-
brand), los datos obtenidos para el factor VIII bifuncional
reflejan propiedades del VIIIR.g5;,55 En todos estos estudios, 1la
propiedad més sorprendente del factor VIII puro es su enorme
tamafio. La separacién por filtracién en gel de agarosa sugiere
un paso molecular superior a 10g dalton55,75 Yy el peso molecular
obtenido por estudios de equilibrio de sedimentaciones efectuados
en guanidipa 6 m fué 1.12 x 10g.5;

Aungue el factor VIII humano altamente puro no es disociado por
la guanidina 6 m o el dodecil sulfato de sodio ( sds ) al
1%,pueden detectarse las subunidades cuando el VIIIR es reducido
con 2~ mercaptoetancl o ditiotreitol. Se detecta una banda Gnica
sobre 1la electroforesis en gel de poliacrilamida y S D 8, y las
subunidades tienen peso molecular estimado de 195,000 a
240,000.D. ¢, 52,55

Los estudios efectuados con factor VIII altamente purificado
pueden ser engafiosos, sin embargo, estos s6lo han examinado 1la
fraccién pequefia de las moleculas ( Ca. 5~10% ) Que no se pilerde
durante la serie de separaciones. Hasta el momento parece ser
que 1la proteina asociada con el factor VIII, es en efecto una
poblacién heterogenea de multimeros gue tienen un pesoc molecular

en el intervalo de Ca. 850,000 Hasta mads de 12 x 104.Dalton
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Esta primera propiedad llega a ser aparente cuando la técnica de
inmunoelectroforesis transversal identifica heterogeneidad en el
VIIIR-36,52,55
La electroforesis de zona en agarosa no resuelve las diferentes
formas, sin embargo, la poblacién de multimeros no puede recono-
cerse hasta que el VIIIR sea examinado en agarosa o geles de
agarosa/acrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodlo.l6'20
Estos estudios del VIIIR humano y porcino efectuados con materia-
les purificados, hicieron posible que el patrén multimérico apa-
rente fuera causado por la agregacién gue ocurric durante la
purificacién. Andlisis subsecuentes de plasma humano normal
completo demostraron gque el VIIIR circula como una poblacién de
multimeros muy largos y gue la distribucién de tamafio no es
inducida artificialmente por los métodos de purificacién, refri-
geracién, o quelacién con calcic.34169
Los pequefios polimeros detectados en el plasma humano normalmente
tienen un peso molecular aparente de 0.85 X 10g.
Este podria ser o aparecer como un tetramero con uniones disulfu-~
ro de 200,000 subunidades béasicas
Las formas grandes tienen un peso molecular que indica que estan
compuestos por un numeroc integral de esos tetrameros, por ajem-
plo, tienen un peso molecular de 1.7 x 10 , 2.5 x 10 , 3.4 x

10g.Daltong, g9
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El suero obtenido a partir de sangre cuagulada en tubos de vidrio
a 37°c tuvo la misma cantidad de VITIIR.34 Fueren observadas en 8
bandas separadas en la mayoria de las plasmas normales y hube una

poblacién de VIIIR con un peso molecular de Ca. 8-12 X 10.g4

El VIIIR humano purificado también fué analizado por métodos
bioquimicos estandar. Este es una glucoproteina gue contiene 5-

6% de carbohidratos, hexosa, hexosamina y &cido sialico.sz'ss

La composicién de aminodcidos también fué& determinada en esos
estudios; los valores da metionina, tirosina y triptofano son

relativamente bajos y no existen grupos sulfhidrilo 11bres.52,55

La cantidad de proteina VIIIR en el plasma ha sido calculada a
partir de la actividad especifica del factor VIII altamente
Puro.ss,ss,62

Y de andlisis inmunoelectroforeticos del plasma en los que se ha
utilizado VIIIR puro como estandar. Los valores estimados para
la proteina VIIIR en el plasma normal humanc se encuentra entre §
Yy 10 mcg/ml. Este es aproximadamente 100 veces mis grande gque la

concentracién de proteina vIII:C.52'55152
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V.3 PROPIEDADES INMUNOLOGICAS.

Conejas inmunizados con factor VIII humano puro formaron anti-
cuerpos inmunoprecipitantes.g, Aunque el suero varia en su habi
lidad para inactivar el VIII:C, tedos forman inmunoprecipitados
con el VIIIR e inactivan el cofactor de ristocetina activo en
plasma, al igual que otras interacciones mensurables del VIIIR
plaquetario.3,7'56 Ellos son monocespecificos en ensayos inmuno-
precipitantes si son preparados con suficiente factor VIII puro,
pero la absorcidn con fracciones de VIIIR plasmidtico libre fre-
cuentemente es necesaria. Numerosos andlisis diferentes han sido
usados para detectar y cuantificar este antfgeno relacionado con
al factor VIII. El electroinmunoanadlisis, la inmunoelectroforesis
¥y el inmunoradiocandlisis, todos dan resultados similares, y el
antisuero preparado en diferentes laboratorios. Han tenido gene-
ralmente propiedades consistentes en esos andlisis inmunoquimi-

C08.35,37,93,94

Ese antisuero de conejo varia en su efecto sobre el VIII:C humano
activo.,q Las propiedades del material usado para la inmunizacién
parecen ser muy importantes en este respecto, y el contenide de
VIII:CAg depende del método de purificacién. Aungque peqguefias
cantidades de anti VIII:CAg pueden estar presentes en algunos
sueros (ademas del anti-VIIIR:Ag) ello no afecta las mediciones
inmunoquimicas; la interaccién del anti VIII:Ag con el complejo
factor VIII intacto también inactiva el VIII:C y el anti VIII:Ag

se une a la agarosa removiendo a ambos VIIIR y VIII:C del
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plasma.gp

En general existe una buena correlacién entre el factor VIIX
procoagulante activo y la concentracién de antigeno relacionado
con el factor VIII en el plasma humano normal. El incremento
paralele en VIII:C y VIIIR:Ag ha sido notado en el plasma de
pacientes con una gran variedad de enfermedades no hematolégicas

y de individuos normales sujetos a estimulos fisiolégicos.:;sl:,-,

v.4 FUNCION
FACTOR VON WILLEBRAN ACTIVO
La proteina emparentada con el factor VIII tiene un papel central
en la funcién plaquetaria normal, una propiedad que ha sido
designada “factor Von Willebrand" activo, puesto que esta es

deficiente en pacientes con enfermedad de Von Willebrand.,g

Ei tiempo de sangrado prolongado en esos pacientes es presumible—
mente debido al contenido reducido de VIIIR en plasma y Se corri-

ge por transfucién de crioprecipitado rico en VIIIR.,g

Dos andlisis en plaquetas in vitro son usualmente anormales en la
enfermedad de Von Willebrand; aglutinacién plaquetaria inducida
por ristocetina y retenci6n de plaguetas en columnas de cuentas

de vidrio.gzy

Ambas son corregidas cuando el factor VIII normal puro es adicio-

nade a la sangre de pacientes con enfermedad de Von Willebrand



-134-
severa. Aunque la forma de un tiempo de sangrado prolongado es
consecuancia del bajo nivel de la proteina factor VIII es conoci-
da hasta el momento, existe una buena correlacién entre esta
anormalidad y los bajos niveles de VIIIR en plasma y las medicio-

nes del cofactor ristocetina.la,as

El uso de ristocetina para el establecimiento de las funciones
del VIIIR in vitro ha sido adoé;édos ampliamente en corto periodo
de tiempo. La observaci6n inicial - agregacién plagquetaria redu-
cida o nula cuando la ristocetina fué adicionada al plasma rico
en plaquetas - (prp) de pacientes con enfermedad de Von Wille-

brandlgiproporciona una medida simple gue muchos laboratorics han
incorporado a la evaluacién de rutina de pacientes con desSrdenes
hemorr&gicas, Desafortunadamente, el establecimiento de la risto-
cetina en la induccién de la agregacién en el (prp) de pacientes

tiene limitaciones como técnica de diagnéstico.la'as

Ademds por su naturaleza cualitativa la agregacién normal o
reducida, a una o ma&s concentraciones de ristocetina, puede dar
falsos positivos en algunos pacientes con desérdenes plaguetarios
primarios y esta no es lo suficientemente sensible para detectar
enfermedades de Von Willebrand media o moderada.;, Mientras la
agregacién anormal en la enfermedad de Von Willebrand es conse-
cuencia de una deficiencia en el plasma y puede corregirse me-
diante la adicion de VIII normal, el fenémeno requiere también la
presencia de una proteina de la superficie de la plagqueta normal

que es deficiente en el sindrome de Bernard - Soulier.;g
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La agregacién plaquetaria inducida por ristocetina es examinada
de- forma mas critica por ensayos en los que las diluciones de
plasma son probados con plaquetas normales lavadas y una concen-
tracién fija de ristocetina. Ese cofactor ristocetina puede
ensayarse con plaquetas frescas lavadas o con plaquetas fijadas
en formaldehido que sigue siendo una prueba reactiva satisfacto-

ria durante varias semanas sl es almacenada en refrigeracién.;g

La velocidad de agregacién inducida por la ristocetina esta
relacicnada con la cantidad de plasma que es adicionado, y el
valor puede obtenerse con un agregometro o midiendo el tiempo re-
querido para detectar la aglutinacién plaquetaria.;, Los diferen-

tes métodos dan resultados similares bajo muchas condiciones.

Aungue la velocidad es una buena correlacién del cofactor Von
Willebrand activo in vivo, a juzgar por la liberaci6n del sangra-
do anormal y por las mediciones del tiempo de sangrado.gg Exis-
ten excepciones por ejemplo, el valor del VIIIR:Rc puede ser
normal en la enfermedad de Von Willebrand durante el embarazo Yy
en estados inflamatorios, o después de transfuciones con factor

VIII, aunque el tiempo de sangrado siga siendo prolongado.54155

Ademas, los pacientes con una forma variante de la enfermedad de
Von Willebrand tienen tiempos de sangrado prolongado a pesar de
los valores de cofactor de ristocetina por debajo de lo normal vy
reactividad incrementada cuando la ristocetina es adicionada a su

plasma rico en plaquetas.67’69
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Asi el valor de cofactor ristocetina ensayade como medida de la
funcién del VIIIR in vitro no debe ocultar el efecto gue este no

siempre refleja en las funciones biolégicas in vivo.57’69

A este respecto, deberia enfatizarse también que el VIIIR.Aqg Yy
los ensayos del cofactor de ristocetina miden diferentes prople~
dades de la proteina VIIIR. Mientras el inmunoanalisis detecta
todas las moleculas de VIIIR con determinantes antigenicos espe-

cificos, la proteina no siempre tiene actividad biolégica.67169

También valores de inmunoandlisis artificialmente incrementados
son obtenidos para los polimeros pequefios de VIIIR cuando ellos
son comparados con plasmas estandar por el método de inmunoandli-
sis de Laurell.,g En contraste, las mediciones del factor risto-

cetina s6lo ldentifican proteina VIXIR que puede interactuar con
las plaquetas, y esta capacidad se limita a los polimeros gran-
des.;g Asi, los plasmas o proteinas purificadas que carecen de
los polimeros largos de VIIIR tendr&n una muy baja relacién de
VIIIR:Rc a VIIIR:Ag, Yy por el contrario, el material gque es
relativamente rico en formas largas, tendran altos valores de
ristocetina activa comparados con los de VIIIR:Ag, cuando son

comparados con los de plasma estandar.gg gg

El VIIIR puro radiomarcado unido especificamente a las membranas
plaquetarias, sugiere que existen sitios receptores discretos,
43,44 la ristocetina, la cudl se une también a la membrana pla-

quetaria, aparentemente hace este receptor disponible al VIIIR y
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realza esta unién. En efecto, se ha demostrado que las concentra-
ciones incrementadas de ristocetina causan que mas moleculas de
VIIIR se unan a las plaquetas.43,59 Una correlacién entre el
VIIIR unido a las plaquetas ¥y la agregacién plagquetaria inducida
por ristocetina también ha sido demostrada.,, La heterogenicidad
de los polimeros de VIIIR complican ese andlisis, sin embargo,
por ahorg se reconoce que el VIIXIR largo se une a las plaquetas

en presencia de ristocetina.ls'ag

varias series de datos sugieren que el carbohidrato de VIIIR es
importante en la interaccién factor VIII-plaquetas, y en la

" agregacién inducida por ristocetina.ls'sg

Los estudios iniciales indicaron que el &cido sialico removido
redujo la agregacién plaguetaria inducida por ristocetina en un
65%,,4 otros estudios no mostraron cambios en el nivel de reacti-
vidad aungue el 4cido sialico fuera vemovido.,5 Estos dQltimos
estudios sugieren que la oxidacién de 1la pentiltima galactosa
modifice 1la agregacién plaquetaria inducida por ristocetina, y
que hubo una reduccién del 90% de la funcién del VIIIR:Rc cuando
esos reciduos fueron oxidados; la subsecuente reversibilidad de
la reaccién causada por la reduccién de la galactosa completo 1la
regeneracién de la funcion VIIIR;Rc. No se notaron cambios en el
VIII:C cuando el factor complejo VIII fué modificado de manera
que fueran reducidos u oxidados esos grupos de

carbohidratos.y), 79
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lLos residuos de carbohidratos también son importantes en la
supervivencia intravascular del VIIIR. El1 asialo derivado es
eliminado por el higado de conejo en un tiempo medio de 5 minu~
tos.p; Otros estudios han demostrado que la lecitina de higado de
conejo gue se une especificamente a ‘las asialoglicoproteinas
unidas a los asialoderivados, no 10 hace al asialo - galacto =

VIIIR o nativo.,g

V.5 SINTESTIS
Eatudios inmunoflorecentes ha identificado al VIIIR:Ag en células
endoteliales de 1las arterias,arteriolas, capilares y venas de

todo el cuerpo, al igual que en magacariocitos y plaquetas.g 33

Ademds, ambos VIIIR:Ag y VIIIR:Rc han sido identificados en el
medio obtenido de cultivos de células endoteliales del cordén
umbilical humano.,q, 43 Evidencias directas de la sintesis del

VIIIR por las células endoteliales también han sido obtenidas en
cultivos tisulares.sq; No ha sido detectado el factor VIII con

actividad coagulante en esos medios de cultivo, sin embargo
mientras existe la posibilidad de que el VIII:C pueda ser activa-
do por una proteasa presente en el medio, el VIII:CAg es indetec-
table. Asi, cada una de las condiciones de cultivo y/o fuente de
células (venas del corddn umbilical) no son satisfactorias para
la sintesis de VIII:C es sintetizada por diferentes tipos de

células.gy
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V.6 INTERACCION DEL VIII:C Y EL VIIIR EN EL COMPLEJO
FACTOR VIII/VW

Aungue el VIII:C y el VIIIR tienen propiedades muy distintas,
pudiendose hacer una simplificacién para sugerir que ellos no se
relacionan entre si y que son sélo dos proteinas que pueden

purificarse juntas.gg

Varias observaciones indican que en el plasma ellas interactuan a

travez de uniones no covalentes para formar un complejo.gg

Por ejemplo, la concentracién de las dos proteinas esta estrecha-
mente correlacionada en el plasma normal y en la mayoria de los

estados patoldgicos (no hamatolégicos).65

La interaccién entre los componentes permanece intacta cuando el
VIIIR interactua con anticuerpos heterélogos (por ejemplo, anti-
factor VIII de conejo) y el VIII:C es incluido en el complejo
inmune. Los inmunoprecipitados obtenidos con antifactor VIII de
conejo tienen actividad coagulante,q y saca el anti VIII:C cuando
es inyectado en otros conejos.;g También en el anti VIIIR unido a

la agarosa remueve a ambos VIII:C y VIIIR del plasma.17'92

Si el VIII:C y el VIIIR no interactuan podria esperarse que el
VIII:C siga con el inmunoabsorbente. Una razén alternativa para
la perdida del VIII:C del plasma, directamente unido a VIII:C no

reconocible en el antisuero de conejo, puede descartarse puesto
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que el VIII:C puede recobrarse por las perlas por un modesto
incremento en la fuerza iénica que no afecta las reacciones

inmunolégicas. 4

Los anticuerpos humanos para el factor VIII. Tienen un efecto
diferente. Aunque los anticuerpos unidoé a la agarosa remueven al
VIII:C con actividad coagulante (y VIII:CAg) del plasma, el VIIIR
tAg plasmitico y el cofactor ristocetina activo no es
afectado. 4,

La diferencia entre los anticuerpos heteré6logos humanos en esos
experimentos son semejantes debido a las muy diferentes concen-

traciones de proteina VIII:C y VIIIR en el plasma.;,

Puesto que menos del 1% de la proteina en el complejo factor VIII
es VIII:C, la cantidad de VIIIR removida con VIII:C puede ser tan
pequefia que los andlisis no detectan un cambio de la concentra-
cién de VIIIR. Ademis, el complejo factor VIII parece ser deses—
tabilizado cuando el VIII:C interactua con los anticuerpos huma-
nos. 17

Las bases para esta sugerencia se fundamentan en estudios de
complejos solubles obtenidos incubando anti VIIXI:C humano con
plasma normal. Complejos inmunes fueron detectados en las dltimas
fracciones eluidas,ademids de gue el volumen vaciado mediante el
VIII:C se limito a las fracciones de volumen vaciado cuando el

anticuerpo no estaba presente.ggq

Una interaccién de relativamente alta afinida, entre el VIII:C y
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el VIIIR pueden ser también interferidas por el efecto de agentes
reductores sobre el VIII:C plasmdtico. Después de que el plasma
es expuesto a bajas concentraciones de ditiotritol o 2-mercaptoe-
tanol, el VIII:C posee propiedades de una proteina relativamente
pequefia sobre la centrifugacién por densidad en sucrosa, filtra-

cién en gel agarosa y la precipitacién en etanol.g

Este también podria deberse a un efecto directo de 1los agentes
reductores sobre las propiedades de VIII:C, ellos retornan a la
normalidad si el plasma hemofilico (VIIIR libre de VIII:C acti-
vos) es adicionado. Esta secuencia sugiere fuertemente gue 1la
presencia del VIIIR modifica las propiedades de 1la proteina

VIII:C en las técnicas de separacién estandar.g

Los datos antes mencionados sugieren que el VIII:Cy el VIIIR
interactuan de alguna manera, pero se tiene muy poca informacién
de como se forma tal complejo. No cbstante, la susceptibilidad a
la disociacién por buffers de sales es una evidencia indirecta de

que las fuerzas electrostaticas son importantes.s

La importancia biolégica de las interacciones del plasma también
son inciertas, pero 1la inestabilidad del VIII:C en ausencia
de VIIIR (o en plasmas que tienen VIIIR relativamente reducido)
sugiere que 1la formacién del complejo proteje al VIII:C de 1la

inactivacidn proteolitica.gq
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V.7INCIDENCTIA

La enfermedad de Von Willebrand parece ser una de las enfermeda-
des hemorréagicas hereditarias m&s comunes. La incidencia exacta,
gin enmbargo, es incierta debido a la difilcultad de su
diagnéstico en las formas moderzdas de la enfermedad y la ocu-
rrencia de pacientes asintomdticas. La enfermedad ha sido cuida-
dosamente estudiada en suecia en 1963, cuando la poblacidn de

este pais era de 7 millones, fueron reportadas 47 familias.,,

Se ha estimado que la frecuencia de la enfermedad en la poblacién

sueca se encuentra entre 2.5 y 5%-37,39,58

Al parecer no tiene relacién racial o técnica.,5
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v.8 CLASIFICACION - Y GENETICA

La enfermedad de Von Willebrand se hereda autosSmicamente y 1la
gran mayoria de los pacientes son heterocigotos. La enfermedad de
Von Willebrand en pacientes homocigotos ha sido reportada en un

pequefic numero de familias.yq
Enfermedad de Von Willebrand en homocigotos:

Esta es una forma recesiva de la enfermedad y el caracter es

heredado de ambos padres.,gq

Las manifestaciones clinicas de la hemorragia son severas, pero

casi siempre menos que en la hemofilia.

Esta forma de la enfermedad es rara excepto tal vez en los paises
del medio oriente en donde los matrimonios entre primos hermanos
BSOnh comunes.jo 7,69 El tiempo de sangrado es muy prolongado y

el factor Von Willebrand plasmitico esta ausente o presente en
pequefas cantidades. Fl1 factor Von Willebrand no esta presente en

las plaquetas o en las células endoteliales.;g ¢7,69

El VIII y el VIII:CAg siempre son detectables y se encuentran en
niveles mas elevados que los observados en la hemofilia clésica.
13,19

Ocasionalmente se presentan los inhibidores del factor Wille~

brand.



~144-
Los padres de esos pacientes homocigotos son generalmente asinto-
méticos aunque pueden tener bajos niveles del factor Von Wille-
brand.l:;'lg

Enfermedad de Von Willebrand en heterocigotos.

Esta es una de las formas comunes de la enfermedad de Von Wille-
brand y es deneralmente ligera o moderadamente severa. Esta

se transmite autosémicamente como un caracter dominante.l:,llg

Tipo I se caracteriza por bajos niveles de factor Willebrand
normal en el plasma. Las cantidades de VIII:C, VIII:CAg y VIIIRR-
Co todas estan disminuidas aproximadamente al mismo nivel.

Estudios del factor Willebrand muestran que este es cualitativa-~
mente normal en plasma, plaguetas y células endoteliales. El
tiempo de sangrado generalmente es prolongado perao puede ser
normal. Esto es de particular interés ya que esos pacientes son
hemorragicos moderados y algunos pueden ser asintom&ticos, sugi-
riendo que el factor Willebrand plaquetario y endotelial inter-

viene en la hemastasis.zalsg
Tipo II: este se divide a su vez en tres subtipos:

tipo II a: los pacientes con esta forma de la enfermedad de Von
Willebrand muestran ausencia de formas largas e intermedias del
factor Willebrand en el plasma, plaguetas y células endoteliales

Y respuesta deficiente de las plaquetas a la ristocetina.gq

Los niveles de VIII:RRCo estan reducidos al grado que alcanza los
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niveles del VIIIR:Ag; los niveles de VIII:C pueden ser normales.
67

En el tipo II B, hay ausencia de las formas largas del factor
Willebrand en el plasma pero hay mayor sensibilidad a bajas
concentraciones de ristocetina y su factor de Willebrand muestra
una mayor unién a las plaquetas.g, El factor Willebrand plaqueta-
rio muestra una estructura multimerica normal y al mismo tiempo
mayor unién a las plaquetas a bajas concentraciones de ristoceti-

na como la mostrada por el factor Willebrand plasmitico.g,

En el tipo IT C, hay ausencia de grandes multimercs del factor
Willebrand en el plasma y las plaguetas. Una estructura multime-
rica aberrante del factor Willebrand es tipica de esos
pacientes,con ausencia del patrén regqular de "triplete" de cada
uno de 1los multimero y la presencia de bandas de dobletes con
movilidad anormal sobre electroforesis en gel agarcsa (SDS). Los

padres se encuentran clinicamente infectados y los parientes son
presumiblemente doblemente heterocigotos por diferentes anorma-

les. 67
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V.9 VARIANTES DE LA ENFERMEDAD DE VON WILLEBRAND
Recientemente, se ha hecho alucién a una pseudo enfermedad de Von
Willebrand tipeo plaquetario.
El desbrden hemorrdgica transmitido autosémicamente involucra
anormalidades cuantitativas y/o cualitativas del complejo factor
VIII/factor Von Willebrand (VIII/vwf) esta nueva variante de la
enfermedad de Von Willebrand (tipo II B) /19,69 B€ caracteriza en
tener un tiempo de sangrado superior al normal, el conteo de
plaquetas inferior al normal, actividad coagulante del factor
VIII normal al jgual que del antigeno relacionado con el factor
VIII, actividad del cofactor ristocetina - VIII disminuida,
disminucién selectiva de multimeros de alto peso molecular del
factor VIII/factor Von Willebrand (VIII/vwf), e incremento de 1la
aglutinacién plaquetaria inducida por ristocetina a bajas concen-
traciones de la misma fueron caracteristicos. La unién del factor
VIII/vwf de los pacientes a plaquetas normales lavadas estuvo
dentro de 1limites nomales mientras que 1la unién del factor
VIII/vwf normal a las plaquetas de los pacientes se incrementa
significativamente (p 0.001 a 0.6 mg/nl de ristocetina.)13'67
Este desérden por consiguiente parece involucrar una anormalidad
intrinseca de las plaquetas que afecta las interacciones entre el
factor VIII/vwf Yy las plaquetas. Esto lleva a proponer gque el
concepte de la enfermedad de Von Willebrand debe ampliarse para
incluir a aquellos pacientes con esta anormalidad, la cudl puede
llamarse apropiadamente enfermedad de Von Willebrand tipo plague-

taria.l3,83
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Un mayor estudio de las plagquetas de los pacientes con este
subtipo del sindrome de Von Willebrand ser&n de importancia para
continuar la elucidacién de 1los receptores plaquetarios para el
factor VIII/vwi asi como las vias metabélicas celulares del
factor VIII/vwf plasmatico. Una mejor comprensién de esos proce-
dimientos contribuiria al desarrollo de una terapia apropiada

para los pacientes con este desSrden.,;

variante de la enfermedad de Von Willebrand tipo II dominante con
patrones multimericos aberrantes del antigeno relacionado con el

factor VIII (tipo II D).

El antifgeno relacionado con el factor VIII (FVIIIR:Ag) existe en
el plasma normal como una serie de multimeros con pesos molecula-
res que van de 0.9 x 10g a 20 x 104 daltons,segfin 1o ha demos-

trado 1la electroforesis con dodecilsulfato de sodio (sds) en

agarosa. g ,67

Mediante el uso de esta técnica, los pacientes con enfermedad de
Von Willebrand han sido clasificados en varios tipos. En la forma
clasica o enfermedad de Von Willebrand tipo I, el patrén multime-

rico es idéntico al del plasma normal, pero la cantidad de anti-
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genc es menor, yendo desde su completa ausencia (homocigoto o
doble heterocigoto) hasta una disminuciédn moderada. La enfermedad
de Von Willebrand tipe II se caracteriza por la ausencia de los
multimeros largos, con dos subtipos basados en las diferencias de
reactividad frecuente a la ristocetina (IIa respuesta normal, IIb
mayor respuesta) ¥y un subtipo IIc caracterizado por un patrén
anormal de migracién multimerico en gel de agarosa al 2'5%'66,67
Usando métodos similares, se ha reconccido una nueva variante de
la enfermedad de Von Willebrand tipo II en una madre y su hija
las cuales presentaban manifestaciones hemorrdgicas tipicas de la
enfermedad de Von Willebrand. Los hayasgos de laboratorio inclu-
yen tiempos de sangrado consistentemente prolongados, con niveles
normales de antigeno y factor VIII procoagulante, pero actividad
del cofactor ristocetina disminuida. La electroforesis en (sas)
en gel de agarosa al 1.5% y la reaccién con antifactor de
antigeno IgG de conejo relacionado con el factor VIII marcado con
I,55 seguida por autorradiografia, revelé que tanto el plasma
come las plaquetas carecian de los multimeros largos del antigeno
relacionado con el factor VIII. En gel al 2.5% el plasma carecian
del patrén normal de " triplete ". En gel al 3% se observé un
patrén de 5 bandas en el plasma normal tipo IIa y tipo 1IIb,
mientras que el plasma IIC presento un patrén de 2 bandas el
plasma de los pacientes reveld un patrén distintivo de 4 bandas
diferentes del normal u otras variantes del tipo II. Se sugiere
que esta variante sea llamada tipo IId, hasta que se desarrolle

una nomenclatura més apropiada.1,12'59’65‘67
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V.10 ANTIGENO II DE VON WILLEBRAND PLAQUETARIO

La enfermedad de Von Willebrand es un desérden hemorrdgico here-
dado autosfmicamente caracterizada en el laboratorio clinico por
un tiempo de tromboplastina parcialmente activado prolongado y un

tiempo de sangrado también prolongado.sy

Esos hallasgos han sido atribuidos a una deficiencia del complejo
molecular del factor VIII,causando de este modo una actividad
coagulante del factor VIII (VIII C) menor, el antigeno relaciona-
da con el factor VIII (VIIIR:Aq), Y el factor VIII/factor Von
Willebrand, el cuil es el componente plasmitico del factor VIIIL
que corrige el tiempo de sangrade prolongado en la enfermedad de

Von Willebrand.z7, 37

Montgomery y Zimerman describieron un segundo antigeno, al anti~-
geno II de Von Willebrand (vW Ag II), el cuil también es defi-
ciente en el plasma de los pacientes con enfermedad de Von
Willebran.gg Reportes recientes han descrito la liberacién del
vW Ag II de las plaquetas. Previos trabajos han mostrado que el
vW Ag II, es inmunoldgica y bioguimicamente distinto al VIIIR:Ag
49,96 También se ha mostrado que el VW Ag IX, plagquetario es
inmunoldgicamente identico al vW Ag II, plasmitico y tienen el

mismo coeficiente de velocidad de sedimentacién (4.8s).gg

Aunque la funcién de vW Ag 1I, plaquetario se desconoce hasta

ahora, este.esta presente en concentraciones relativamente eleva-
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das en las plaquetas y es liberado de estas durante la coagula-

cién y la agregacién.gg

En la enfermedad de Von Willebrand, el plasma y las plaguetas son

ambas deficientes en VW Ag II.49'95 mas del 80% del vW Ag IX, de

Las plaquetas es liberada como respuesta al coligeno y la trombi-
na esto difiere bastante del 10-20% liberado de VIII:Ag de las
plaquetas. Ademis el VW Ag II, plaquetario esta presente en
concentraciones relativamente mayores comparado con el plasma que
es el VIIIR:Ag. Estudios sugieren que del 10-25% del VIIIR:Ag
total circulante esta presente en las plaguetas, pero debido a
las bajas cantidades liberadas de este, las concentraciones en

plasma y suero son casi idénticas.31‘41’69'95

El vW AgII plaquetario, por otro lado, alcanza el 67% de VW AgQII
circulante.5; E1 VW AgII es liberado casi en su totalidad con-la- -~ -~~~
coagulacién alcanzando concentraciones 3 d 4 veces mayor en suero

comparadas con las del plasma.3; 431,69,96

La cantidad de vW AgII presente en las plaquetas mediante 1la
técnica de lavado fué 3.39+0.75 u/10.4 plaquetas. Este resultado
es ligeramente mayor que al obtenido por otros dos métodos lisis
con detergente de plagquetas sedimentadas sin lavar (3.14+0.76
u/10.g plaquetas) y liberacién por coagulaci6én (3.17+1.15 u/10.4
plaquetas).s; asi, parece haber menos VW AgII con el lavadc‘de

plaquetas. El efecto de que la concentracién puede ser ligera-

mente mayor que los otros dos métodos podria ser explicado por 1la
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remoci6én selectiva de las plaguetas de baja densidad con 1la
técnica de gradiente. Knotts y colaboradores, g encontraron que

el gradiente de densidad de separacién de la albumina de plague-
tas que son relativamente insensibles al (adp). AGn a grandes
concentraciones de (adp), la agregacién de las plaguetas fué
minima y la liberaci6n de vW AgII, y S-hidroxitriptamina (5 ht),
se menoscabo de forma similiar. La adicién de fibrinégeno o
plasma de Von Willebrand citrado no corrige 1la respuesta al
(adp). Esta insensibilidad puede deberse a la remocién del calcio
extracelular, aungue los experimentos para determinar estos no

fueron emprendidos.

En los variados experimentos dosis/respuesta Yy
concentracién/respuesta con coldgeno y trombina, la liberacién de
5 ht y vW AgGII de las plaguetas normales lavadas hubo alta corre-
lacién. En el curso del experimento el vW AgII mostro ser libera-
do en el mismo tiempo o un poco antes que 1la 5 ht. Esto contrasta
con los estudios con VIII:Aq, el cual mostro ser 1liberado wmas
lentamente que la 5 ht.49'96 Koutts sugiere gque la tardanza en

la liberacién del VIII:Ag, puede deberse a su gran tamafio molecu-

lar. 9

Puesto que el vW AgII, es mucho més pequefio (aproximadamente
140,000 daltons y una velocidad de sedimentacidén de 4.8 s)gg
puede esperarse que sea liberada antes que el VIIIR:Ag. La libe-
racién del VW AgII, es un proceso metabélico que es bloqueado por

los inhibidores metabslicos antimicina-a y 2-desoxi-d-glucosa.
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La antimicina~a y la 2-desoxi-a-glucosa agotan el atp de 1las
plagquetas, menoscabando asi la agrupacién plaquetaria y la reac-

cién de liberacién.,g

De interés particular fu& la inhibicién completa del vW AgII
liberado por el coldgenc al punto en que la S ht fué& inhibida
completamente. La inhibicién del vW AgII y la 5 ht fué& solamente

del 40% cuando se utilizé trombina como agente agregante.,g

Knotts y colaboradores reportaron datos similares para el
VIIIR:Aq, demostrando que los inhibidores metabélicos fueron més
efectivos con 1la inhibicién de 1la 1liberacién inducida por
coldgenos que con la liberacién inducida por trombina.,q Esos

mismos investigadores encontraron también una inhibicién del
VIIIR:Ag mis pronunciada que la de la 5 ht. Esto fué similar a la
comparacién de 1la 1liberacién de vW AgII y S ht observada en

algunos estudios.

La aspirina, un inhibidor de la ciclooxigenasa plaguetaria, se
encontro que inhibia a ambas liberaciones de S ht y vW AgQII en
respuesta al coligeno. 2Zucker también demostréd la inhibiciédn de
la liberaci6én del VIIIR:Ag por la aspirina.gg

Existen numercsas similitudes en la liberacién de vW AgII vy
VIIIR:Ag. Ambos son liberados por eventos metab&licos que son
blequeados por inhibidores metab6licos y aspirina. La liberacién
del VW AgQII ocurre aproximadamente al mismo tiempo que la de 5 ht

mientras que el VIII:Ag pude liberarse con m&s lentitud. Ambos
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VW AgIXI y VIIIR:Ag son blogueados por la antimicina-a y 1a 2-
desoxi-d-glucosa mas efectivamente que la liberacién de S ht con
coldgeno como agente agregante. Las mayores diferencias entre el
VW A9II plaquetario y el VIIIR:Ag plaguetarioc son en su distribu-
cién relativa en la sangre. Asi, el v¥W AQII es principalmente un
antigeno plaquetario. Adem&s, las plaguetas son capaces de libe-
rar virtualmente todo su vW AgII (mas del 80%), mientras gue
otros investigadores han demostradc que las plaquetas liberan

menos del 35% del VIIIR:Ag.,q

Esta alta concentracién de vW AgII plaquetario y su capacidad de
ger liberado por agentes coagulantes y agregantes sugiere que el
VW AgII puede ser un marcador efectivo de la reaccién de 1libera-
cién palguetaria in vivo. Asi la liberacidn seria similar para la
beta-tromboglobina (beta-tg) y el factor 4 plaquetarioc (pf-4)
esto es de especial importancia puesto que demuestra que el vW Ag
II no se ve afectado por el tipo de anticuagulantes o por 1las
fluctuaciones de temperatura en cortos periodos de tiempo que es
bien sabido afectan al pf-4 y a la bata-tg.gg Se ha estudiado que
pacientes con plrpura trombocitopenica idiépatica, sindrome
urémico hemolitico, plrpura trombocitopenica tromb6tica y coagu-
lacién intravascular diseminada, el vW AgII tuvo una concentra-
ciétn que fué de ayuda para diferenciar el tipo de trombocitopenia
aunque todas esas entidades estan asociadas con un periodo de
vida cortayg 46 tal acortamiento, es presumiblemente debido a la

destruccién intravascular de las plaguetas mientras en la pGrpura
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trombocitopénica idiopatica se piensa que se debe a 1a remocién

extravascular de la capa de anticuerpos de la plaqueta.54’6°

Los datos de este estudio mostraron una marcada elevacién del
vW AgIX plasmitico en sindrome urémico hemolitico, pGrpura trom-
bocitopénica trombética y coagulacién i‘ntmvascular diseminada,
con todas menos una de las determinaciones dentro de los rangos
normales. En la pGrpura trombocitopénica idiopatica, sin embargo
ninguno de los valores cayo fuera del rango normal, aungue la

cantidad de vW AgII estuvo elevada.54,5°

Se sugiere que el vW AgII puede ser un importante marcador in
vivo, de la liberacién plaquetaria durante el consumo intravascu-
lar plaguetario, existen varias diferencias remarcables entre el
vW AgII y las proteinas plaquetarias mis extensamente estudiadas,
la beta-tg y el pf-4. Los niveles séricos de bata-tg son 500-1000
veces mis grandes que los niveles plasmiticos.gy El1 VW AgII

plaquetario es aproximadamente 3~4 veces la concentracién en

plasma.

En aquella enfermedades clinicas asociadas con niveles elevados
de beta~tg tales elevaciones son menos de 10 veces mas que los
niveles plasmiticos.;, El vW AgII tiene niveles en coagulacién

intravascular diseminada,pGrpura trombocitopénica trombética y
sindrome urémico hemolitico iguales o mayores a las concentracio-

nes séricas.
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Para explicar la diferencia entre el vW AgII y la beta-tg o el
pf-4. El vW AgII puede ser liberado mucho m&s r»spidamente de las ’
plaguetas in vivo durante la activacidén. Alternativamente, algu-
nas otras fuentes de libkeracién de vW AgII pueden ser involucra-
das (por ejemplo cé&lulas endoteliales). Estudios del £luido
sobrenadante del cultivo de células de tejido endotelial sugieren
que el VW AgII puede estar presente en tales células. Asf, el
VW AgII es un antigeno plaquetario, el cudl es deficiente en las
plaquetas de los individuos con enfermedad de Von Willebrand
severa y es liberada de las plaquetas normales mediante un proce-
so metabélico.,; Esta liberacién es blogueada por la aspirina e
inhibidores metab6licos. El1 estudio del vW AgIX en pacientes con
ptrpura trombocitopénica tromb6tica, pGrpura trombocitopénica
idiopatica, sindrome urémico, hemolitico y coagulacién, intravas-
cular diseminada sugiere que el VW AgII puede ser otro marcador
de ‘la reaccién de la liberacién plaquetaria in vivo y puede saer
de ayuda para diferenciar entre la destruccién intravascular y

extravascular de las plaquetas.,
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V. 11 VARIACION DE LOS NIVELES PLASMATICOS DEL FACTOR VIIX
: DEL FACTOR WILLEBRAND

Los niveles de la actividad coagulante del factor VIII se ven
afectado por .estimulos beta adrenérgicos y factores 'neurochumora~
les debido a que los niveles pueden incrémentarsa como respuesta
al ejercicio, oclusién vencsa y administracién de insulina, ’

vasopresina y hormona del crecimiento.s;

El1 aumento de los niveles de VIII:C y factor Willebrand se aso-
ciaron numerosas condiciones clinicas incldyando enfermedad
renales Yy diabetes mellitus. El embarazo y la administracién de
hormonas estrogénicas puede causar también un aumento de esas

actividades. 3y

Adenméis se ha sugeridc que los niveles de los factores Willebrand
y VIII pueden variar de acuerdo con la época del afio. E1 aumento
del factor Willebrand en cualquiera de esas condiciones (parti-
cularmente en embarazo y la administracién de pildoras para el
control de la natalidad ) puede oscurecer el diagnbéstico de 1la
enfermedad de Von Willebrand particularmente en pacientes con el

tipo X.3y
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V. 12 SINDROME DE VON WILLEBRAND ADQUIRIDO

Un sindrome semegante a un desérden hemorrigico congénito, la
enfermedad de von Willebrand, algunas veces se presenta en pa-
cientes sin antecedentes familiares o sintomas previos de sangra-
do anormal. El sindrome usualmente llamado enfermedad de Von
Willebrand adquirida, es estrictamente similar a 1la enfermedad
cogénita en terminos de los hallazgos de laboratorio caracteriza-
da por un tiempo de sangrado prolongade y un tiempo de trombo-
plastina (ttp) parcialmente prolongada con actividades procoagu~-
lantes del factor VIII (VIII:C) disminuida, al igual que del
antigeno relacionado con el factor VIII (VIIIR:Aq), y la activi-
dad del factor Von Willebrand (VIII:VWf). Un antigeno mds de Von
Willebrand, 1llamado antigeno II de Von Willebrand (VWAgII),
también es deficiente en el plasma y plaquetas de los pacientes
con enfermedad de Von Willebrand, sin embargo ha sido estudiada

en la enfermedad de Von Willebrand adquirida.zgs 42,37,94

Simone y sus colaboradores;g fueron los primeros en descubrir la
enfermedad de Von Willebrand adquirida en un paciente de 14 aflos
de edad con lupus eritematoso sistémico, cuyo desb6rden
hemorrégico retrocedio después de la terapia con esteroides de

este lupus.qg

Enseguida reporto que, se habia encontrado la enfermedad de Von
Willebrand adquirida en dos o mds casos asociados con desbérdenes

coliageno-vasculares, 53 especialmente el lupus eritematoso siste-
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micoaa'sg gamamopatia monoclonal,gs; desdrdenes malignos y angio-

displacia.z5’4z

La revisién de diferentes casos reportados en 1la literatura
indican que la enfermedad de Von Willebrand adquirida ocurre més
frecuentemente en asociacién con desérdenes antoinmunes o linfo-
proliferativos,asociada o no a gamopatias monoclonales. AGn
cuando esta asociaciébn indica fuertemente que la enfermedad de
Von Willebrand adquirida tiene bases inmunolégicas, existen casos
en los que 1la enfermedad fundamentalmente (tumores sélidos,
angiodisplasias, etc.), no tienen relacién obvia con alguna

anormalidad del sistema inmune.,q

Se han propuesto tres mecanismos generales para explicar la
patogenesis de la enfermedad de Von Willebrand adquirida. E1
primero implica que cada uno de log anticuerpos inactiva las
actividades biolégicas del £-VIII/VWf, uniendose al complejo sin
afectar 1los sitios activos, o induciendo la rapida eliminacién
del complejo de la circulacién a través de la formacién de un
complejo inmune.25’72 El segundo propone que la enfermedad de

Von Willebrand adquirida es resultado de una absorcién selectiva
de FVIII/VWE de las clonas linfociticas anormales o células
malignas,conduciendo a una disminucién de los niveles plasmati-
COS.42,74 El tercero establece que existe una sintesis defectuosa
del FVIII/VWE en los compartimientos celulares (megacariocitos,
cflulas endoteliales) y/o existe una liberacién defectuosa hacia

el plasma.qq
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Estas tres nuevas aportaciones se aplicaron recientemente para
investigar el problema de la patogenesis de la enfermedad de Von
Willebrand adquirida en siete pacientes con enfermedad de Von
Willebrand asociada con desérdenes linfoproliferativos o gamopa-
tias monoclonales henignas.,q
Lo primero que se realizd fueron las mediciones del antigeno del
factor Von Willebrand y el cofactor ristocetina (VWf:Ag y VWEiR-
icof, respectivamente) en las plaguetas, para la cudl se conto
con células de origen megacarjocitico de las cuales el contenido
celular de VWf o sus comportamientos celulares pudo ser evaluado.
70,88 Lo segundo fué medir la tasa de liberacién y eliminacién
del £VIYI-VWf mediante la evaluacién de los cambios del VWf:Ag,
vWf:Ricof, y £ VIII:C después de la infusién del cfl-deamino -
8-d argenina vasopresina (ddavp), un farmace que probablemente

libere £ VIII-vWf de los comportamientos célulares.7o'aa

Lo tercerc fué& el anilisis electroforético del fVIII-vWE, que
consiste de series multiméricas de oligémeros de un protomero
compuesto por un namero variable de subunidades idénticas, en
plasma y plaquetas.34'55 El contenido plaquetario del antigeno

de Von Willebrand y el cofactor de ristocetina fueron normales vy
la estructura multimérica estaba intacta, indicandeo gue la sinte~
sis del FVIIIVWF en las megacariocitos es cuantitativa y cualita-

tivamente normal.;q, gg
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Todos los multimeros del VWF:Ag podrian ser observados en patro-
nes de electroforesis sobre el gel agarosa-sds al 1.6% de plasna
Y lisados plaquetarios.34'68 La infusién de I-deamino-8d—-arginina
vasopresina (ddavp) aumento los niveles plasmaticos de VWF:Ag y
VWF:ricof en todos los pacientes y corrigié los tiempos de san-
grade prolongado,;; sin embargo comparados con los pacientes con
enfermedad de Von Willebrand congénica tipo I y grados compara-
bles de anormalidades tratadas de la misma manera, el VWF:Ag ¥y
VWF:ricof se incrementaron menos y se eliminaron mids ré&pidamente
del plasma y el tiempo de sangrado se mantuvo normal por un

periodo corto de tiempo.lo

Los resultados de esta investigacién pueden tener también impli-
caciones terapéuticas. El (ddavp) normaliza transitoriamente el
tiempo de sangrado en todos los pacientes con enfermedad de Von
Willebrand adquirida e incrementada las concentraciones plasmiti-
cas de FVIII:C, VWF:Ag, y VWF:ricof. El (ddavp) puede ser usado
para el tratamiento de episodios hemorrigicos o seguridad hemos-
t&tica para procedimientos quirGrgicos sin recurrir a criopreci-

pitados, con un inherente riesgo de hepatitis. g
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V. 13 DIAGNOSTICO

En 1la mayoria de los pacientes con la enfermedad de Von Wille-
brand el diagndstico presenta peguefias dificultades y puede
hacerse en la historia clinica y pruebas de laboratorio bastante
sencillas. E1 tiempo de sangrado es prolongado y podria hacerse
por la técnica de (ivy) la cusl es mis sensible a las normalida-

des medidas que la técnica de Duke.sg

El tiempo parcial de tromboplastina (TTPa) resulta algunas veces
alargado. La retencién plaquetaria en columnas de cuentas de
vidrio generalmente es anormal. La prueba de la retencién plague-
taria se usa como auxiliar en el diagnéstico de la enfermedad de
Von Willebrand pero esta ya ha sido superada por pruebas mas
especificas. La actividad coagulante del factor VIII se reduce

moderadamente y el nivel de VIIIR:Ag usualmente disminuye.39'51

La ristocetina que induce la aglutinacién plaquetaria en plasma
rico en plaquetas esta ausente o mermada en la mayorla de los
casos. Sin embargo, en el tipo IIb, esto ocurre a bajas concen-

tracicnes de ristocetina en contraste con lo normal.sg,e:

El nivel de cofactor de risticetina esta disminuido en la mayoria
de los pacientes pero puede estar moderadamente disminuido o

igual al normal en algunas variantes (tipo IIb y IIc) <31,61

En el sindrome de Bernard Soulier, la aglutinacién con ristoceti-~

na también es anormal pero el nivel del factor de ristocetina es
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normal (en cualquier casc, el sindrome de Bernard-~ Soulier es
morfoldgicamente facil de distinguir por la presencia de plaque-

tas gigantes).gj

Se piensa que la disminucién del nivel del cofactor de ristoceti-
na alguna manera refleja la impcrtancia.del factor Willebrand en
la hemostasis. En ocasiones, sin embargo, el VIII:RRCo es normal,
aungue la tendencia hemorridgica se presenta claramente. En los
pacientes con formas variantes de la enfermedad, son necesarios
anilisis inmunocelectroforéticos adicionales del factor Wille-

brand.g,

Pueden utilizarse numerosas técnicas tal como la electroforesis
gel agarosa (sds) para identificar la distribucién anormal de los

polimeros del factor Willebrand.gg .

Esta nueva técnica da informacién m&s detallada que la inmunoce-

lectroforesis bidimensional.gg

Se han desarrollado técnicas inmuncradiométricas para el factor
Willebrand pueden ser de ayuda en el diagnbéstico de las formas
variantes de 1la enfermedad por que los pacientes con factor
Willebrand anormal dan una curva dosis respuesta que ningun
momento es paralela a la del plasma control. Sin embargo, esto no
tiene valor diagnéstico y esos ensayos son usados especialmente
para el diagnéstico de la enfermedad de Von Willebrand en homoci~-
gotos. Esto se hace principalmente por electroforesis sobre

agarosa (sds) lo que permite la clasificaci6én de los subtipos.,
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Podria hacerse un estudio de la agregacién plaguetaria y seria
normal en la enfermedad de Von Willebrand excepto en presencia de
ristocetina. Ocasionalmente se han reportado anormalidades en la

agregacisn plaquetaria inducida por otros estimulos.gg

Es particularmente importante tener cuidado en el manejo de
farmacos porque la aspirina puede prolongar el tiempo de sangra-
do, aungue esta no afecta los niveles del factor Willebrand. Come
Qa se mencioné con anterioridad, las hormonas estrogénicas,
pueden dincrementar el nivel de VIIIC y factor Willebrand y asi
opacar el diagnéstico.gy

Un problema comGn en el diagnéstico es decidir si el paciente
tiene enfermedad de Von Willebrand moderada o es normal. En los
casaos en el gue el diagnéstico es dudoso, pueden repetirse los
estudios después de un intervalo de varias semanas © meses debido
a que el tiempo de sangrado y los niveles del factor Willebrand y
factor VIII pueden variar. También puede obtenerse informacién

valiosa investigande a otros miembros de la familia.
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V.14 TRATAMIENTO

La literatura acerca del tratamiento de la enfermedad .de Von
Willebrand no es muy extensa. Se han sugeride grandes variades
terapéuticas, la mayoria de las cuales al parecer han sido exito-
sas. Esta diversidad tal vez pueda atribuirse al efecto de que la
mayoria de las personas con enfermedad de Von Willebrand presen-
tan 1ligeros sintomas hemorrdgicos y el sangrado puede cesar

expontaneamente haciendo dificil juzgar el efecto del tratamien-

t°'8,11

Esto es inusual para los pacientes con enfermedad de Von Wille-
brand 1ligera o moderadamente severa que requiere terapia por
episodios hemorragicos a menos que sufran una operacién. Los
episodios hemorrdgicos usuales que requieren tratamiento son la
epistaxis severa, menorragia, y la hemorragia grastrointestinal
recurrente. La hemorragia gastrointestinal es tal vez la manifes-
tacién hemorragica més problemdtica de Lfia enfermedad de Von
Willebrand y en algunos pacientes puede ocurrir a intervalos
repetidos durante su vida. El episodio inicial requiere, por
supuesto, la investigacién completa del tracto
gaatrnintestinal.slll

Como ya se ha puntualizado; algunos de esos pacientes tienen
lesiones angiodisplasticas del intestino las cuales pueden ser
diagn6sticadas por angiografia. La menorragia generalmente puede

controlarse mediante terapia hormonal y, puesto que las hormonas
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estrogénicas pueden incrementarse las actividades del factor VIII
y el factor Willebrand, pueden usarse para el tratamiento de
otros tipos de hemorragias. La prednisona puede causar un acorta-
miento dramitico del tiempo de sangrade en la enfermedad de Von
Willebrand aungue ne sa ha usado ampliamente en su

tratamiento.27‘68

En las formas ligeras o moderadas de la enfermedad de Von Wille-
brand, la indicacién terapéutica usual es una operacién. La meta
de 1la preparacién properativa es generalmente la de incrementar

los niveles de VIII y acortar el tiempo de sangrado.27’68

Esos objetivos paracen ser razonables por 1o que se conoce acerca
de las anormalidades del macanismo hemostitico en la enfermedad
de Von Willebrand. En la experiencia de algunas gentes 8in
embargo el acortamiento del tiempo de sangrado es solamente
transitorio y esos pacientes wmoderadamente afectados pueden
sujaﬁaxse a procedimientos quirGrgicos mayores con hemostasis
relativamente normal. Deberd tenerse en cuenta, sin embargo que
algunos procedimientos de cirugfa wmayor son hemostiticamente
menos riegosos que algunos menores. Cualquier forma de -iwugia
en el gue no se alcance la hemostasis quirGrgica deberd proceder
a la correccién del tiempo de sangrado. Estas incluyen particu-
larmente extracciones dentales, tansilectomia, cirugfa ortopedi-
ca, o cualquier procedimiento que lesione las superficies, ada-
m&s, la correccién del tiempo de sangrado defectuoso sSe hace

generalmenté para corregir o prevenir el sangrado MUCOB0. 27, 68
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En la enfermedad de Von Wilebrand media, las extracciones denta-
les usualmente se realizan con transfusiones mediante el uso de

una buena hemostasis local e inhibidores fibrinoliticos.pg 43

Los niveles del factor VIII pueden permanecer elevados varias
semanas después de la operacién sin necesidad de ma&s transfusio-
nes a pesar de la rapida caida del factor Willebrand. No es
comln que el factor Willebrand permanesca elevado durante largos

periodos de tiempo.z, 48

Existen reportes conflictivos en lo que se refiere a la efectivi-
dad de las diferentes preparaciones terapéuticas sobre el tiempo
de sangrado. La técnica de (ivy) es méds sensible que la técnica

de Duke.35 k) tiempo de sangrado de (ivy) puede ser diffcil o

imposible de corregir incrementando el nivel del factor Wille-
brand en plasma, y la causa por la que este método se ha usado en
muchos estudios puede explicarse algunos de las discrepancias

encontradas en la literatura.}1,29,39

El tratamiento preoperativo de eleccién es con plasma o criopie
cipitado. En Suecia, la fraccion I-0 tambi&n se ha usado confre-
cuencia. El concentrado comercial de factor VIII generalmente no
es efectivo debido a que no contiene el polimero de alto peso

molecular del factor Willebrand.11:29,39

Ademds, mucha gente siente este contraindicado puesto que causa
grandes concentraciones de plasma los cuales incrementan signifi-

cativamente el riego de una hepatitis. Esto concuerda con la
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mayoria de las terapias preoperativas efectivas de la enfermedad

de Von Willebrand con crioprecipitado.?? Algunos autores reco-

miendan dar el crioprecipitado de doce a veinticuatro horas antes

de la operacién.

Sin embargo la mayoria cree que puede darse inmediatamente antes
de la operacién, en cada caso, esto se repite diariamente durante
un periodo de tiempo variable, que va desde un dia hasta catorce

dfas después de la operacién.
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VI HEMOFILIA B
VI.I ESTRUCTURA Y FUNCION

El factor IX humano juega un papel importante en el proceso de la
coagulacién sanguinea, de manera que una deficiencia en la acti~
vidad de esta proteina ocasiona comunmente un estado hemorrigico

conocido como hemofilia B o enfermedad de Christmas.54

El factor IX humano, es una glicoproteina de peso molecular de
57,500 daltons que se encuentra en el plasma en una concentracién
de 2.6 - 5.0 mg/ml con una vida media en la circulacién de 20 a

30 hrs.55

Este factor circula en forma de procursor inactivo o zimogeno.3€
Siendo este una proenzima de proteasa sérica que participa en 1la
primera etapa de la cascada de la coagulacién. Es una proteina de
cadena simple dependiente de la vitamina K, que contiene 416
aminodcidos y un 17% en peso de carbohidratos. Los primeros 12
residuos de &cido glutdmico en las terminales amino de la protei-~
na, estan presentes como residuos de dcido alfacarboxiglutémico,

importantes en la unién a calcio y fostolipidos.ss

Factor IX, es aislado del plasma como precursor de cadena simple,
cuya activacién es llevada a cabo, por una fragmentacién interna

de 1a molecula debida a dos rompimientos consecutives.S55

En la mayoria de los pacientes, la deficlencia de 1la actividad

coagulante se debe a la ausencia de la molecula del factor IX,
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sin embargo, se ha encontrado de un 10 a un 30% de los pacientes
que presentan deficiencia en la actividad coagulante existen

variantes anormales del factor 1xX.55

Usharani y cols.l consideran gue durante el procesc de coagula-~

cién del factor IX puede ser activado de tres maneras:

a. Por factor IXa. (Sistema intrinsico). Esquema I
b. Por factor VIIa. (Sistema extrinsico). Esquema II

c. Por trombina

XIa

esquema 6. Sistema Intrinsico

trombina

X $ Ixa

esquema 7. Sistema Extrinsico
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La activaci6én normal de factor IX por la via intrinsica es lleva-~
da a cabo, por el factor XIa en presencia de los iénes

calcio.55.56

En el primer paso de activacién de aeste factor, el enlace entre
arginina y alanina es hidrolizado por el factor XIa, generando
asf dos cadenas inetrmedias unidas mediante un puente de
disulfuro, esta entidad estructural constituye el factor
IXa.55:56

El segundo paso de la activacién el enlace entre arginina y
valina es hidrolixado con una menor fuerza de comparacién con el
primero, dando como producto el factor IXa que constituye una
verdadera glicoproteina activada.55:56

oOsterud y rapaport (I,2) mostraron el factor IX, puede ser acti-
vado por 1la via extrinseca, mediante la activacién del factor
VIIa y el factor tisular que hidrolizan el factor IX, sin embargo

el mecanismo de proteolisis atn no ha sido establecido.57/2

AGn no se ha establecido si el factor VIIa hidroliza primeramente

el enlace arginina y alanina o al enlace de arginina-valina.

Aparentemente el factor VIIa y el XIa difieren en los pasos de
hidrolisis de los enlaces, y esto hace posible que 1las enzimas

que participan en la activacién del factor IX actuen conjuntamen-
te.57:2

La activacién del factor IX por la via extrinsica es dependiente

de su concentracién en el plasma y es controlada por los niveles
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del factor tisular.

Por otra parte, cantidades suficientes de elastasa, pueden ser
generadas para inactivar el factor IX, aungque parece ser que la
elastasa hidroliza enlaces peptidicos cercanos; pero no los
especificos que son: arginina-alanina; arginina valina necesa-
rios para la activacién del factor IX. La degradacién del fix
por proteasas neutras celulares (elastasas) representa un meca-
mismo de control para coagulacién, en pacientes con coagulacién
intravascular diseminada se han encontrade niveles altos de
elastasa grunulncihica.sl

Marlar y Seegersl3 describieron la reacci6én del factor IX bovino
con trombina bovina. En esta reacciédn la trombina rompe y 1libera
un péptido (p.m. 8,000) De la regién carboxi-terminal del factor
IX; demostrado de esta manera que el factor IX puede ser activado

por la trombina.

Sin embargo cabe aclarar que este resultado es de poco valor; Yy
en cuanto se refiere al péptido liberado, este constituye el

llamado factor IXb.

La activacién del factor IX por alguno de los mecanismos ya
mencionados, genera el factor IXa, el cuil es una proteasa serina
constituida por dos cadenas polipéptidicas; una cadena ligera
(p.m. 18,000) Constitujida de 145 residuos del factor IX aminoter-
minal y doce residuos de &cido gamacarboxiglutimico unida median-

te un puente de disulfuro a la cadena pesada (f.m. 28,000).
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La cudl esta constituida por 236 residuos del factor IX carboxi-
terminal.53,54

El principal papel del factor IXa en el proceso de la coagula-
cién, es la activacién del factor XIa, Xa, aungque en realidad el
activador fisioclégico de esta reaccién es el complejo formado por
el factor IXa calcio, fosfolipidos y trombina gque activa (altera

o modifica) al factor virr.53.s4

El factor IXa es una enzima Gtil de esta reaccidén, mientras que
el calcio y los fosfolipidos son cofactores importantes de esta

reaccisén.

Sea ha mostrado que la activacién del factor IX es influida por
una serie de factores entre los que se encuentran el factor XII,
quininégenos de alto peso molecular (hmwk) factor XIa, asi como
también los fosfolipidos entre los que se encuentran la cefalina,
la cuil acelera la activacidén de los conceptos del factor IX de

dos a tres veces.53/,54

Los fosfolipidos tienen mucha importancia como factores en
lazantes en todos los pasos subsecuentes de la cascada de 1la

coagulacién.
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ViI.2.~-GENETICA

La hemofilia B es una alteracién hemorrédgica que se transmite por
nujeres transportadoras como un caracter raecesivo 1ligado al
cromosoma X, el cuil se hereda y causa un defecto en la coagula-

cién intrinseca del factor IX.21,37

Esta enfermedad aparece en varones con una frecuencia de aproxi-

madamehte de 1 entre 30,000.11/,37

Se ha observado que la hemofilia B en las mujeres es muy rara y
cuando se presenta es debido a aberraciones en el cromosoma X.
11,37 :

Probablemente se deba a un proceso de extrema ionizacién, esto
es, el riesgo de inactivacién del cromosoma X portador del gen
normal, que es llevado en la mayoria de las células que sinteti-

zan al factor IX.11.37

La hemofilia B en las mujeres se debe a un alto grado de ioniza~
cién, se presenta una alta inactividad del factor IX semejante a

la gue presentan los varones afectados.36-37
POSIBILIDADES GENETICAS DE LA HEMOFILIA B

La deficiencia del factor IX pasa de una a otra generacién como
un caracter recesivo ligado al sexo. En general, la mujer es la
portadora, pero no presenta signos ni sintomas clinicos de trans-

torno,19,20.



-174-
Las posibilidades genéticas inherentes a este transtorno y otros
similares, se indican de preferencia con simbolos y
esquemas. 1920
Los genes especificos suelen seflalarse mediante Indices altos. Un
gen dominante se indica con letra may@scula U un gen recesivo con
letra minGscula.l9,20
El gen anormal responsable de la deficiencia del factor IX es
recesivo y se indica con la letra minGiscula (n) el gen normal’
dominante se designa (h). Una mujer normal por lo tanto serd XH
XH, mientras que la portadora XH Xh. En el caso de la portadora,
la expresién dependera de cuil cromosoma X sea funcional en las
células somiticas. La portadora no suele tener sintomas, ya que
la distribucién al azar origina que por lo menos el 50% de los
cromosomas X sean XH en las células somdticas. El cromosoma Y del
varén no lleva este gen y no tiene H ni h. Que un nifio wvarén
sufra deficiencia del factor IX, o no la sufra, depende entera-
mente del caracter del cromosoma X que ha de recibir de la madre.
19,20
5i la portadora femenina contribuye con el cromosoma XH normal a
la descendencia masculina, el varén es normal. Pero si el cromo~
soma X aportado por la madre a su hijo varén es el que lleva el
gen anormal habrd exprecién patolédgica y no existird un gen
normal capaz de suprimirla,19,20
Los siguientes esquemas presentan las posibilidades gené&ticas de
la hemofilia. El varén se indica con recténgulo y la mujer con

circulo.
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NORMAL NORMAL

xyH

Figura 15 Representa una familia normal sin deficiencia del

Factor IX, todos sus hijos son normales
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xHy - S o
' NORMAL = TV |¥hi i i PORTADOR
NORMAL DEFICIENCIA NORMAL PORTADOR
FACTOR ,IX

FIGURA 16

Figura No. 16 Representa la unién de un varén normal con una
mujer portadora, que puede resultar en un varén hemofilico ¢ una

hembra portadora, y también un hijo normal de cualquiera de los
dos sexos. Por desgracia no hay manera de saber con seguridad ;i
una mujer es o no portadora. La mujer portadora puede tener una
actividad coagulante normal o notoriamente disminuida. Un nivel
normal del factor IX no descarta el estado de portador, aunque a
un nivel muy bajo deberia hacer pensar en la existencia del

cromosoma anormal.
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xhy xHxH
DEFICIENCIA NORMAL
FACTOR IX
xHy
NORMAL PORTADOR

Figura 17 Indica los resultados de la unién de un varén con
deficiencia del factor IX con uha mujer normal. Todas 0 jas hijas

normales deben ser portadoras, ya que el Gnico cromosoma X del
varén es el que debe contribuir a llevar el gen normal. Por otra
parte, ninguno de los hijos varones puede tener hemofilia ya que

un varén s6lo debe recibir el cromosoma X de la madre normal.
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xhy xHyh
DEFICIENCIA PORTADOR
FACTOR IX
xhy xHBy
DEFICIENCIA NORMAL PORTADOR DEFICIENCIA
FACTOR IX FACTOR IX

Figura 18 Indica los resultados de la unién de un varén con
deficiencia del factor IX y una portadora. Durante afios no se

aceptaba la posibilidad de que una mujer pudiera sufrir deficien-
cia del factor IX, pero actualmernte ya se han publicado varios
casos bien documentados de ello.

La hija hembra de una unién como la sefialada recibiria xP del va-
rén con deficiencla del factor IX, y el segundo xh de 1la madre
portadora.

La hija hembra de una uni6n como la seflalada xP del varén con de~

ficiencia del Factor IX, y el segundo xh ge la madre portadora.
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DEFICIENTE
FACTOR IX
xPy
DEFICIENTE PORTADOR
FACTOR IX

Figura 19 Vemos el resultado de la unién de un varén normal
con una mujer que sufre deficiencia del factor IX, todos 1los
hijos varones reciben P de 1a madre, mientras que todas las
hijas recibiran X! del padre, ademds del xP de 1a madre. Por 1lo
tanto todos los varones reciben X! de 1a madre, mientras que
todas las hijas recibiran xh dex padre ademds del xP de 1a madre,
por lo tanto todos los varones tendran deficiencia del factor IX

y todas las mujeres ser&n portadoras.
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xhy

xhx
DEFICIENCIA DEFICIENCIA
FACTOR IX FACTOR IX
Xg¥
DEFICIENTE DEFICIENTE
FACTOR IX

FACTOR IX

Figura 20. La unién de un hombre con una mujer, ambos con
deficiencia de Factor IX probablemente nunca se haya producido,

excepto en animales de Laboratorio, todos los hijos de tal ;Inién
tendrian deficiencia del Factor IX.
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Como hay pacientes hemofilia sin antecedentes familiares del
trastorno, se piensa gue el namero de mutaciones ha de ser eleva-
do.19,20
El resultado de un defecto genético se conoce por la deficiencia
de la globulina descrita primero por Patek y Taylor en ausencia

de esta globulina, se perturba la primera fase de la coagulacién.

Para carecterizar las variantes anormales del factor IX, Usharani
y Cols, llevaron a cabo una investigaciénsg Consideraron primera-
mente la existencia de moleculas anormales con alteraciones
funcionales, logrando aislar y caracterizar sélo tres.

Las variantes caracterizadas por este grupo son:

factor IX H factor IX H factor IX

BnLE LB LA

El objetivo era comprender mejor la relacién entre la funcién y

la estructura del factor IX normal.

Cada una de las variantes caracterizadas pertenece a pacientes
con hemofilia severa. Los cuales, de acuerdo a pruebas de labo-

ratorio se encuentran clasificados en grupos diferentes.jg

El factor IX BmLE posee un tiempo parcial tromboplastina prolon-

gadamente: el factor IX:LB presenta un tiempo parcial tromboplas-

tina moder ite prol do: mientras que el factor IX:LA,tiene

un tiempo parcial tromboplastina normal.jg
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Las tres variantes presentaron peso molecular, composicién de
aminoacidos, residuos de alfa-carboxiglutéamico, punto
isoeléctrico y distribucién de carbohidratos normales; pero debe
tomarse en cuenta que la mutacién puntual que genera la sustitu-
cién de un amino&cido no puede ser detectada por los anélisis

realizados, sino que requiere de otro tipo de pruebas.lglzo

Existen otras variantes anormales, las cuales han sido anterior-

mente caracterizadas:factor IX,Zutphen y factor IX, Chapell Hill.

El factor, Zutphen, tiene un peso molecular anormalmente elevado,
parece tener una unién baja con el ca++. Factor IX, Chapell Hill,
es una de las variantes mejor caracterizado. Esta variante no
sufre la activacién normal por el factor XIa ya que durante el
proceso de activacién solamente el enlace arginina 180 valina 181

es hidtulizado.ls'zo

La incapacidad del factor XI para hidrolizar el enlace d&e 1los
aminodcidos arginina 145 alanina 146, del factor IX Chapell Hill
es debido a la sustitucién de la histidina por la arginina en 1la
posicién 145.

La enfermedad de Christmas puede ser dividida en dos clases:
- CRM + (positiva en cuanto a sustrato de reaccién cruzada)

- CRM ~ (negativo en cuanto a sustrato de reaccién cruzada)
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La primera se refiere a individuos que poseen niveles normales
del factor 1X, demostrado con ensayos de tipo inmunolégico: pero
disminucién de la actividad del factor IX. Asi como también en

su actividad coagulante.g,

La segunda clase, se refiere a individuos con una gran reduccién
o niveles no detectables del factor IX, asi como también de su

actividad coagulante.g;

La hemofilia B ha sufrido una subclasificacién en tres grandes
grupos: tomando como base los niveles del antigeno del factor IX

y los siguientes.;g

I) B+.~Con niveles normales del antigeno del factor IX

II) BR.~Con niveles reducidos, pero detectables del antigeno del
Factor IX.

III) B.~-Con niveles muy bajos, no detectables del antigeno del
Factor IX.

La hemofilia B es una alteracién hemorragica que resulta por una
deficiencia o anormalidad del factor IX3, el cuil, es escencial

para el procesc de la coagulaci6n.g

Se reporto que de un 10-30% de los pacientes con deficiencias en
la coagulacién, estas son debidas a la presencia de variantes

anormales de la molecula del factor IX.;g

Las bases moleculares, por la cudl, existe la deficiencia del
factor 1IX es casi desconocida, pero 1o que si se sabe es gue se

trata de un dafio hereditario ligado al sexo.,g
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Los estudios sobre el gen normal del factor IX, ha hecho posible
la caracterizacién de la hemofilia a nivel genético.,; Aproxima-
damente el 40% de los pacientes gue tienen una concentracién
normal de antigeno del factor IX (fact IX Ag) en su plasma, .es
probable que presenten también mutaciones puntuales en una se-
cuencia codificada: teniendo asi el riesgo de presentar cambios
en los amino&cidos, tal como el encontrado en el f-IX Chapell
Hill. g,

Por trabajos realizados a nivel de laboratorio, se ha demostrado
que la activacién Fix Chapell Hill, da como dos cadenas con una
estructura similar a la que se reporté en el factor IX de
bovino.gg

Asi como se puede presentar cambios de amincdcidos para producir
el Fix de Chapell Hill, también, puede ser gque el defecto sea
debido a una reduccién en la cantidad de (rna) mensajero del Fix,
o mutaciones en la cadena terminal causando la produccién del Fix
truncando y muy inestable.gg

El desarrollo de un anticuerpo inhibidor circulante es una com-
plicacién severa en la hemofilia B implicando al mismo tiempo
dafios bastante severos;; La hemofilia B con el inhibidor es
asociada con la presencia del gen alterado del Fix, lo cuél se

observo en 5 de 6 casos presentados.jg
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La extencién de la alteracién es aparentemente homogenea y puede
involucrar diferentes regiones del gen, en este mismo experimento
17 Se observé una alteracién en los pacientes a nivel de 1la
kilobase (Kb)35 del locus del Fix. Por otro lado, los resultados
obtenidos con un (dna) clonado;g Vv diferentes genomas demostraron
gue la alteracidn se extiende a través de la estructura del gen a
partir de la Kb 7.5 del primer exon al Gltimo.
La hemofilia B ademds de ser causada por una alteracién a nivel
genético se ve complicada por el desarrollo de 1los anticuerpos
especificos contra el Fix,los cuales van en su accién coagulante.
Estos anticuerpos inhibidores, son anticuerpos no precipitantes
de tipo 1gGig los cuales, se desarrollan después de una terapia
de sustitucién aplicada a pacientes con hemofilia B, o de manera
espontanea en pacientes hemofilicos, esto limita en alguna manera
el uso de la terapia de sustitucién en este tipo de pacientes
38,37,32,31
Se ha demostrado que estos anticuerpos de tipo 119G tienen 1la
capacidad de formar complejos inmunes in vitro cuande son incuba-
dos con el factor IX purificadoy;, y se ha aprovechado para 1la
cuantificacién de 1los inhibidores haciendo uso de diversas
técnicas como son:
ELISA, RIA, contrainmunoeléctroforesis, ensayos

inmunoradiométricos y pruebas de inhibicién en la coagulacién.,,
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VI.3 MANIFESTACIONES CLINICAS
La hemofilia B es una alteracién hemorridgica que resulta por 1la
deficiencia del factor IX.
En la ausencia del factor IX,se obtienen resultados anormales en:
Tiempo parcial de tromboplastina
Tiempo de coagulacién
utilizacién de protrombina
Y generacién de tromboplastina.
Se sospecha en cualquier paciente con una tendencia a sangrar en
la que se encuentre un tiempo de tromboplastina parcial prolonga-
do Yy un tiempo de protrombina normal. El plasma normal y el
plasma fresco es absorvido con S04Ba corregirin el defecto en

cuanto al tiempo parcial tromboplastina.lg'zo

La forma grave de la enfermedad se caracteriza por una hemorragia
masiva que amenaza a la vida, hemartrosis en las articulaciones
que mds peso cargan, y hemorragias excesivas por minimos trauma-
tismos.

La hemorragia excesiva que se requiere una transfusién de. sangre
se produce por extracciones dentarias, pequefias intervenciones

quirtirgicas o traumas moderados. 9,20



-187-

VI.4 METODOS DE DIAGNOSTICO
Radioinmunocensayo
Fundamento:
La técnica de radioinmuncensayo consiste en formar un complejo
inmune de bajo peso melecular, el cudl es separado del antigeno
libre utilizando calor, £fijado con formalina, se utilizaron
células de Staphylococcus, en forma e6lida la cudl absorve el
complejo.
Metodologia:
1, Se obtiene plasma de pacientes normales y hemofilicos.

2. Se prepara una suspencién de staphylococcus aureus deionizada
en agua y marcados a un volumen de IO.

3. Se centrifugan y se suspenden en R.I.B.

4. se purifica el factor IX de acuerdo al método Chung, por
absorcién de hidroxido de aluminio, se efectua la absorcién en
cefadex (deae) y se corre una cromatografia en de-52 y sobre
agarosa hepaquizada.

5. Si hay, el radioinmunoensayo de acuerdo al método Hunter.

6. La suspensién de staphylococcus aureos se aplica a una columna

con cefadex la cudl se equilibra con RIB (también se corrio
una con albumina de huevo).

Resultados:
Los resultados obtenidos por este método se observan en la tabla
9, la cuil también se compara con el sistema de la inhibicién de

la coagulacién.;g, a9
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Tabla 9 Comparacién de titulos anti-IX por diferentes métodos de

medicién.
Aloantisuero inhibicién radioinmunensayo
coagulacién peg sas stpha
a 800 33000 62000 52000
b 60 4200 7700 8200
c 160 1700 2200 17000
a 16 100 200 390
e 13.2 -+ - 5600
+
£ nd+ - - 380
g nd - - 37
heterocantisueros:
conejo 80 3700 5700 8000
cabra 64 2500 4000 1200

las muestras anticuerpo e, f y g fueron amablemente donadas por
el Dr. K. N.

+ Los titulos anticuerpos f y g estubieron por debajo del nivel
de los ensayos efectuados en nuestro laboratorio 1la actividad

inhibidora fué detectada por el Dr. Ostrawid.
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METODO INMUNOENZIMATICO

Detecciébn de hemofilia B por uso de un sitio polimérfico marcado
asociado con el gen del factor IX de la coagulacidn.

Fundamento . (O)

1.- E1 DNA cumplementario para el factor IX (fix) de la coagu-
lacién, se detecta una frecuente restriccién de un gran polomor-
fismo (rflp) en el DNA, digerido de los genomas humanos con la
restriccién de una endonuclasa, en esta técnica se utilizé un
marcador paralelamente con ensayos lnmunolégicos mostrande 1la
segregacién de un gen fix anormal en una familia con hemofilia B.
Métodos:

1.~ Se utilizaron métodos inmunolégicos y pruebas globales, 1la
coagulacién como tiempo de protombina, tiempo parcial de trombo-
plastina, la actividad del factor IX fué medida utilizande un
equipo comercial inmunoenzimatico (asserachrom).

2.~ La preparacidén del D.N.A. Leucocitarijo, se diluyé la sangre
completa con solucién de tris ph 7.5 y 5m M de EDTA centrifugan-
dose a 4,000 rpm por 5 minutos. Las plaguetas se resuspenden en
T.E. 20.5 y se centrifugan en las mismas condiciones, este ciclo
se repite varias veces.

3.- La digestién de la proteinasa K fué hecha por 16 hrs. 372C.
4.~ E1 DNA fué purificado en 2 ciclos de extraccién utilizando
fenol o equilibrandose con tris 0.IM ph=8.0 y 8¢, hidroxiquino
leina-cloroformo-isosnil.alcShol, esto se repite 10 veces.

5.~ Se agrega etanol para precipitar el DNA el cudl se disuelve
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un tris 20 nM y se guarda a 42c.
6.- La muestra del DNA en la enzima inhibida se coloca en placa
de electroforesis sobre unos papeles diazoben 3 y 1lo xymetil
(dbm) y se ahorra la hibridacién del factor 1x.15'55
Resultados:
Se demostrd que hay mutacién con niveles normales de antigeno fix
el tiempo de tromboplastina fué normales indicando que no hay
variante de hemofilia B.
La determinacidn del fix ¢ y A g fix se muestran en el cunadro 1.
1.- La hibridacién del fix y cDNA muestra la deteccién de vy
fragmentos constantes y 2 fragmentos dialelos de 1.8 Kh de allelo
(A) g 1.3 kxh alelo (a).
Caracterizacién y uso de un marcador polimérfico intragénico para
la deteccién de hemofilia B (factor IX)
FUNDAMENTO.- Se analiza DNA previamente del gen para el factor IX
de coagulacién conteniendo un axon de dectroforesis, sobre un gel

de agarosa y transferido a filtros de nitrocelulosa.;s ss

METODOLOGIA

1.~ Se apalizaron 33 sangres de pacientes normales y 27 con
hemofilia B.

2.- Se lizaron las células y se extrajo el DNA.
3.~ Se pone a digestién el DNA con la enzima restringida.

4.- Se colocé en un gel de agarosa al o0.8% y se separo por eléc
troforesis.

5.- Se transfirio a un filtrec de nitrocelulosa.
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RESULTADOS

El polimorfismo detectado por muestra, prueba ha sido virtualmen-~

te ideal en la poblacién y el utilizado genéticamente alrededor

de un 40 en las familias con hemofilia B.

La cantidad de DNA, del gen por el factor IX varia desde 1.3 a

5.3 Kb.

- Andlisis molecular del factor IX con una deteccién subtotal.
Fundamento: el gen del factor IX fué analizado en pacientes con
hemofilia B a través de una digestién con endonucleasas, hibri-
dado y posteriormente se corrié una inmunoelectroforesis (reac-

cién antigeno anticuerpo).

METODOLOGIA
1.~ Se analizé la sangre de 47 pacientes con hemofilia B,
2.- Se colecté su sangre periférica en citrato de sodio. -
3.~ Se determiné la cantidad de plaquetas.
4.~ Las células rojas se lavaron con solucién salina buferada vy
almacenada a-202c.el DNA De alto peso molecular, se obtuvo

de los leucocitos de acuerdo a técnicas anteriores.

S.~ Al DNA Se corrié una electroforesis sobre agarosa al 0.8%
1.5% y 2% de laboratorio (bio-rad).
6.~ Después se transfiere a filtros de nitrocelulosa. |

7.~ Se hibridiza el DNA.

RESULTADOS

se muestra en la figura 21
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fragmentos de DNA. De pacientes con hemofilia A (A), hemofilia
B (B) y pacientes normales (C)
Diagnéstico prenatal de hemofilia B por ensayo inmunoradiométrico

para el factor IX.

abc abec abec
-5.5
-5.0 . -5.0
4,3~ -4.3
-3.5
~2.7
-2.6 .
2.7~
2.0~
=1.7 -1.7
-1.5 -1.6 - . <1.5
o O . .
-0.9
=0.7
~0.4
taq 1 msp 1 hinf 1

Figura 21. DNA restriction fragments pattern of the hemophilic
patient (a), his daughter (b), and a normal subject (c) after
hybridization with the cdna probe.

Patrones de los fragmentos de restriccién del paciente hemofilico
(A), su hija (B) y un sujeto normal (C) después de la hibridacién

con el DNA ciclico de prueba.
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FACTOR IX INTRAGENICO SOBRE EL SITIO POLIMORFICO EN VARIANTES DE
. HEMOFILIA
Fundamento:
Se determinan los niveles antigenico del factor IX a través de
una inmunceléctroforesis y un ensayo de enzima unida a un sus-
trato inmunoadsorbente (ELISA)
Metodologia.
1.- Se procesaran 47 muestras de individuos normales y 20 mujeres
con 27 hombres con hemofilia B.
2.~ Se colectd sangre en citrato de sodio.
3,- Se determind la cantidad de plaquetas.
4.- Se puso a digerir el d.n.a. Obtenido de leucocitos.
5.~ Se restringe con 4 U/mg. De d.n.a. De endonucleares.
6.~ El d.n.a. Unido con la endonucleasa se le hizo una electrofo
resis sobre gel de agarosa al 0.8% y se transfirio a filtros
de nitrocelulosa.
7.- Hidridandose con 100 ng de plabilidad &.n.a.
Resultados.

La cantidad del factor IX fué de 2.5 Kb.
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Figura 22 Modelo de tap I en sujetos normales asl comparados con
pacientes de hemofilia B.

* * L *hk k% II 2
* kA kk *k hk Ak kkk 1T 10
L T kxk  kxkx IIT 3

* * *kk  kkk  IIT 14

* ok AR Rk *kk  kk%x  TIII 15

dkk Ak v 2

1.0 1.3(a) 1.5 1l.8a) 3.6 5.0
Andlisis de manchas taq-I de dnas digeridos de los miembros de la
familia m. Los dnas se prepararon, digirieron, contaqi, se
transfirieron en papel dbm, y se hidrolizaron como se describio.
-Se uso la prueba fix dnac correspondiente a la secuencia coronada

5’ no se hibrido el fragmento tagi de 2.7 kb del gen.

Diagnéstico Prenatal
En cuanto a diagnéstico prenatal de hemofilia B, ha sido
demostrado por fetoscopia o sangre fetal de especimines abor-
tados que se presenta en menor proporcién que la hemofilia A, la
deficiencia del factor IX ocurre aproximadamente en 1 de cada
30,000 casos es por ello gque se hace un intento por detectar
familias portadoras de esta, haciendo un anilisis general en

mujeres normales, sin embargo el gran intervalo normal y los
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bajos grados de ionizacién (inactivacién causal del cromosoma X
mis en portadores que son detectados por un ensayo directo.g
El fluido amniético es una mezcla compleja de proteinas y lipidos
capaces de activar los factores de coagulacién por via extrinse-
ca, donde es facilmente detectable la deficiencia de factor IX.
La deficiencia se detecta mediante diferentes metodos:
1) Midiendo los niveles del factor IX por ensayos inmunoradiome--
tricos en muestras de fluido amniético y sangre.
2) Inmunoeléctroforesis cruzada y por electroforesis en gel de -~
poliacrilamidayg
3) Una prueba sensitiva de ELISA con Ag del factor IX, con una —-
base de anticuerpos monoclonales, para detectar un bajo
nivel del factor IX.

4

~

Utilizando pruebas genéticas, con el uso del DNAc para detec~-
tar mujeres portadoras.,g

Este dlagnéstico es dificil de realizar en la mitad del primer
trimestre de gestacién, y no ha podido elucidar los niveles del
factor 1IX, ademds de que se ha demostrado que la protombina
presenta un nivel menor de movilidad en comparacién con la adulta
el factor IX fetal, es una traza de proteinas plasmdticas de muy
bajo peso molecular, lo que limita su sensibilidad, especifidad,
ya que el rango de distribucién de este no es igual al de una

persona adulta.g



~196-
vi.5 TRATAMIENTO

Los pacientes con deficiencia del factor IX pueden sequir un
curso tan grave como los pacientes con deficiencia del factor
VIII. La administracién de plasma fresce congelado a razén de 15
a 20 ml/kg suele tener como resultado un sumento de solamente 5 a
10 por 100 de la cifra del factor IX, del paciente, para inter-
venciones importantes o en caso de hemorragia postraumitica
grave, es preciso conservar hasta la cicatrjzaciétn completa un
nivel del factor IX superior a 25 por 100. No se puede alcanzar
este resultado con plasma solamente y se requieren concentrados.
Ha sido necesario el desarrollo de preparados del factor IX para
pacientes que requieren terapéutica con el fin de contrololar
hemorragias. Se han recomendado para tratar los pacientes que
necesitan unas concentraciones del factor IX que no podian con-
servarse con inyecciones de plasma sclamente, como los concentra-
dos se preparan a partir de plasmas mezclados, pueden transmitir
hepatitis.3y ag

Se considera que el factor IX es estable cuando la sangre conser-
va a temperaturas de los bancos de sangre durante dos a tres
semanas. Los resultados de las transfusiones de plasma, a juzgar
por la medicién del factor IX, suelen ser desalentadores, y la
respuesta clinica puede ser mejor de lo que dejaria probar al
resultado de la medicién. Los comentarios presentados en cuanto
a manejo clinico de la deficiencia de factor VIII tambisn puede

aplicarse al manejo del trastorno gue noe ocupa aqui.
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VII HEMOFILIA C

VII.I ESTRUCTURA Y FUNCION

El factor XI es una glicoproteina encontrada en el plasma en
concentraciones de 2 a 7mcyg/ml, Este es presumiblemente sinteti-
zado en las células parenquimales del higado. Su peso molecular
inicialmente estimado fué de 140 000 a 15C 000 (4,6) daltons.
Cuando es tratado por agentes reductoras su peso molecular se
reduce alrededor de 75 000 a 80 000, sugeriendo que el factor XI
circula como un dimero, las dos cadenas permanecen juntas por un
puente de sulfuro y se encuentran circulando como un zimdgeno
compuesto de 2 cadenas similares o idénticas de pm 80 000 dal-
tons.g

La actividad del factor XI puede recuperarse a partir del preci-
pitado que se obtiene después de tratar el plasma normal con
S04Ba, se ha comunicado que el SO4Ba no extrae la actividad del
factor IX.g

El factor XI es relativamente estable a la temperatura ambiente o
a una inferior y se ha comunicado que su actividad precipita en
el plasma cuando se le satura con sulfato aménico a niveles del
5% © mayores.g

Electroforéticamente emigra con las globulinas ¢ ripidas o entre

las globulinas ¢ y B.g
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VII.2 PROPIEDADES BIOQUIMICAS
Cuando el factor XI es activado a su forma enzimatica factor XI
por el factor XIa, por el factor XIIa, las dos cadenas 80 000
daltons en el dimero se rompen cada una con un peso de 50 000 vy
35 000, la cadena pesada comprende la region nh, terminal de 1la
molecula del factor XI y la cadena ligera contiene 1la regién
Coo-H terminal.;g¢
Las cadenas permanecen unidas por puentes disulfuro.
La serina contiene el centro activo enzimdtico que reside en 1la
regiétn de la cadena ligera.
La activacién del factor XI por el factor XIIa requiere la dispo-
nibilidad de superficies, precaleina y quiminégenos de alto peso
molecularg las composiciones de aminodcidos y carbohidratos del
factor XI humano se muestran en la tabla 10.
Su secuencia aminoterminal es:
GLI-CIS~-VAL-THR-ALA-LEU-LIS-ASP-THR~-PHE-GLU~-GLI
El factor XIc es facilmente inhibido por los inhibidores de 1la
seronproteasa como el diisopropil fosforofluorado, y su inhibi-
dor se une al residuo serina en el sitio activo de la enzima.
El factor XI esta presente en muy bajas concentraciones en el
plasma.Este se encuentra asociado a muchas otras
gamaglobulinas. g
La actividad del factor XI puede recuperarse a partir del preci-
pitado gque se obtlene después de tratar el plasma normal con

sulfato de Bario. Es muy probable gue la actividad del Bajgpd.
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Tabla 10: aminodcidas y carbohidratos composiciones de humano y
bovino factor XI.

Humano bovino
factor XY factor XI
{residuos/ (residuos/
componentes 124 000) 124 000)
aminogcidos
Lys 62.8 55.6
His 28.6 38.9
Arg - 33.8 40.9
Asp 69.4 82.9
Thr 82.6 75.7
Ser 93.4 79.9
Glu 106.8 123.8
Pro 52.0 52.6
cly 70.2 68.7
Ala 49.0 44.1
%-cystine 36.4b 42,3
Val 58.8 46.8
Met 7.2 11.6
Ile 49.6 50.2
Leu 71.8 72.1
Tyr 27.2 29.4
Phe 39.4 41.6
Trp 20.8¢c 20.7
Carbohidratos
Hexose 4.1(0.6%) 37.2(5.4%)
N-Acetylhexosamine 15.3(2.7%) 26.6(4.7%)
N-Acetylneuraminic 7.3(1.7%) 4,3(1.0%)
Acidos
Proteinas (%) 95.0 88.9

Carbohidratos (%) 5.0 11.1
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Por el factor XI sea intermedia entre la que tiene por la protrom-
bina y el factor VIII, el factor XI es relativamente estable a
temperatura ambiente o a una inferior y su actividad precipita en
el plasma cuando se le satura con sulfato de amonio a niveles del
50% © mayores.jg ! N
El factor XI es convertido a una enzima, factor XI, por factor
XII (factor Hageman activado) en presencia de cimonégenos de alto
peso molecular esta reacci6én ocurre ficilmente con una relacion
enzima sustrato 1 a 50.El factor Xla esta compuesto, de un par de
cadenas pesadas, peso molecular aproximado 35,000 y un par de
cadenas ligeras de peso molecular 25,000 estas cuatro cadenas se
mantienen unidas por puentes disulfuro. La secuencia terminal de
aminodcidos de las cadenas pesadas
es:gli~cis-val-thr-gln-lev-lis-asp-thr-gln-phe-glu~gly-aly-asp, la
cudl es idéntica a la encontrada en la molecula precursora.jg

El1 factor XIa, es activado también por otras seriproteasas como
la tripsina. El1 factor XIa, cataliza una impertante reacciébn en
la fase inicial de la coagulacién sanguinea, convirtiendo el
factor XI en una enzima activa aunque la antitrombina III, wun
inhibidor del factor XIa, normalmente contribuye a un sexto de la
actividad inhibidora 'del plasma contra el factor ¥XIa, se ha
encontrado que su efectividad es aumentada por la heparina.;g

La capacidad de la heparina para potenciar 1la inhibicitn del
facter XIla, por la antitrombina III purificada y el plasma usando
sustratos tripéptidos amidicos sintéticos. La capacidad de 1la

heparina para incrementar la rapidez de 1la inactiacién de 1la
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trombina por el plasma s6lo se observa aceieracidn
en la inhibicién del factor XIa, por el plasma utilizando concen-
traciones de heparina de 5 gIV/ml,, en adelante ya se vio un
incremento de 2 a 4 veces en la rapidez de inactivacién del
factor XIa. Por la antitrombina III,; op comparacién con otro
inhibidor.
Se encontrd que era la hemoglobina polidonal A(IgG) de la subcla-
se 4 contra el factor XI, se muestra por la capacidad del inhibi-
dor aislado al unirse a perlas de policrilamida para remover el
factor XI, relativamente del plasma normal.S
La uni6n de los anticuerpos con el factor XI mostro bloguear las
multiples actividades del factor de la coagulacién.
Este factor XI no se une al quimégeno de alto peso molecular ni
sufre activacién ni rompimiento de las 2 cadenas, el complejo del
factor XIa, con el hibrido previno el rompimiento y la activacién
del factor XI, en consecuencia el hibido parece actuar uniendose

a. los multiples sitlos sobre el factor XI.l5



-202~

VII.3 GENETICA

La deficiencia congénita del factor XI fué descrita primero por
Rosenthal y se refirid a esta como antecedente de la deficiencia
de tromboplastina plasmiatica o de PTA. En comparacién con los
desdrdenes hemorrdgicos vistos anteriormente, la deficiencia del
factor XI, es mds frecuente encontrada. Es probable gue en vista
de la alta frecuencia de esta enfermedad, muchos casos aln no se

han reportado en la literatura.

Un gran nimero de pacientes con este desbrden son descendientes
de Judios especialmente Judios Ashkenjir, la enfermedad también
es encontrada en Negros y Japoneses.16

La deficiencia del factor XI se trasmite como una enfermedad

recesiva autosomal incompleta.l6

La consanguinidad de los padres se ha reportado s6lo en unos
cuantos casos. Los pacientes hemocigotos pueden diferenciarsel?
Se encontré un nivel de factor XI inferior a 20% en enfermos
hemocigotos y comprendido entre 20 y 70 de los pacientes hetoxro--
cigotos. Algunas técnicas recientes indican que la sintesis del
factor XI esta alterada pués no es posible encentrar ningGn
antigeno relacionado con dicho factor en pacientes que presentan
la deficiencia correspondiente.l6

La deficiencia del factor XI como la del factor IX y VIII di-
ficulta el desarrollo de una actividad coagulante adecuada

durante la primera fase de la coagulacién. Se ha sefialado que la
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actividad del factor XI aumento en el plasma cuatro o cinco horas
después de una comida rica en grasa.2?®

La deficiencia del factor XI, se transmite como un rasgo simple
dominante con expresién y penetracién variables. La relativa
rareza del grave defecto del factor XI suglere que s6lo la forma
homocigota produce una tendencia hemoxrr&gica. Otros datos sugie-
ren que el gen del factor XI es incompletamente recesivo y el
defecto puede darse como un defecto henocigoto y como un defecto

hetorocigoto. 28

Debe sospecharse con los pacientes con un leve trastorno
hemorragico y cuyos resultados en las pruebas de laboratorio
sean anormales el consumo escasoc de protrombina calculado median-
te hallazgo de mis valor. Los experimentos de mezcla; en los que
el plasma de un paciente con un deficit comprobade, en factor XI,
fracase en corregir el defecto de coagulacién del paciente que
esta siendo estudiado, constitutye el Gnico método de dlagnéstice

en el momento actual.?8
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VIIi.4 MANIFESTACIONES .CLINICAS

'Los pacientes de ambos sexos sufren una diatosis hemorréagico
similar a la que produce la deficiencia de factor VIII y factor
IX. Los episodios hemorragicos no son tan frecuentes ni tan
intensos como los observados en pacientes con deficiencia del
factor VIII, y factor IX y hay periodos durante los cuales no se
producen hemorragias a pesar de traumatismos mayores. La hemorra-
gia puede ser trastorno grave. lLa diatésis hemorragica suele
tener la misma gravedad en diversos miembros de una familia y no
hay una relacién absoluta entre la concentracién del factor XI vy
la aparicién de hemorragia.l2,13

S6lo los pacientes heterocigotos con deficiencia del factor XI
tienen diatésis hemorrdgica, los demds son asintomidticos, las
hemorragias no se caracterizan por ser postoperatorias, ocasio-
nalmente se han notadc epistaxis, equinosis y menorragia.

Las hemorragias expontaneas son raras y en algunos pacientes con

deficiencias del factor XI no tienen hemorragias postraumiticas.
12,13
Por esta razon es facilmente identificada.

Se sugiere que las determinaciones del tiempo parcial de trombo-
plastina puede efectuarse en todos los pacientes de riesgo.zs

La poca frecuencia de los problemas hemorragicos en la deficien-
cia del factor XI es sorprendente, sin embargo, es posible expli-
car esto en base a la presencia de la via alterna de la activa-
cién del factor XI en vivo. Osternd demostrd que el factor IX

también puede ser convertido en factor IXa por la calicreina sin
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requerir factor XIa puesto que los factores de contacto estan
usualmente presentes en cantidades normales en pacientes con
deficiencia del factor XI, es posible que la calicreina en vivo
Jjuegue un papel mayor en el paso del factor XIa. Ademds el factor
IX puede ser activado por el factor VII y factor t:;lsular:.s‘J
El nGmero de plaquetas, la prueba de fragilidad capilar, el
tiempo de hemorragia, la retraccién del coagulo, y el fibrinégeno
son normales. El tiempo de coagulacién puede reflejar trastorno a
la actividad tromboplastinica, suelen ser anormales. El tiempo
parcial de tromboplastina y la prueba de generacién de la trombo-
plastina.®8
A diferencia del factor VIII, la coagulacién el factor IX no se
consume Jjunto con el factor IX, se hallan presentes en plasma Yy
suero, sin embargo el factor XI no es absorbido del plasma normal
por el factor XI(COH3), mientras que el factor IX si lo es. En
consecuencia el tiempo de coagulacién de plasma deficientes en el
factor XI es corregido por plasma normal, tratado con Al (OH)3
que no corrige el tiempo de coagulacién del plasma que carece del
factor IX. También es corregido por la adicién de unsuero normal,
que no mejoraria el tiempo de coagulacién de plasma deficiente,
del factor VIII. Los tres trastornos pueden separarse por 1la
prueba de 1la generacién de tromboplastina, creada teniendo en
cuenta estos hechos. Se observa, ningln defecto cuando el plasma
o el suero son absorbidos del paciente son incubados con suero
normal o con plasma absorbido respectivamente. Existe un anticoa-

gulante circulante en lupuseritematoso que no produce un alarga-
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miento progresivo del tiempo parcial de troboplastina, esta
peculiaridad permite distinguirle de los anticuerpos especificos.
El anticoagulante de lupus puede dar origen a difernetes anoma-
lias de las pruebas de laboratoric sin datos clinicos de diatésis
hemurréqica.“'s

Se han reportado pacientes con lupus eritomatoso sistémico con
una deficiencia adquirida del ractor x1.4,5

Los bajos niveles del factor XI no se debieron a un inhibidor
clasico de la coagulacién, sino a un factor del plasma (probable-

mente inmunoglobulina) que se unia solutivamente al factor XI.4/5

Otra de las enfermedades en las cuales hay deficiencia del factor

XI, es el sindrome de Noonan,
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Vii.5 METODOS DE LABORATORIC HEMOFILIA C

ler. Método

Fundamento

El factor XI se une a los factores de contacto de la coagulacién

en el sistema intrinseco via factor IX.

Metodologia:

1.-se obtiene un inhibidor (IgG) a partir de plasma y se purifica
con precipitaciones utilizando dae (a~50) y cromatografia en -
proteina a-sepharnsa6

2.~La inmuno-adsorbentes (IgG) se obtiene de suero de conejo y -~
cerdo con cromatografia sobre proteina a-sepharosa.

3.-Purificacién de los factores XI.
El factor XI fué purificado por una modificacién del método
Hecky Kaplanlo utilizando una secuencia de cromatografia
sobre Deaesephadec (a-50)5°
Se marco el factor XI 125-J por el método de cloramina el cu&l
retuvo su actividad coagulante, se almaceno a 70fc. Y se cro--
matografio sobre 5 ds-page13

4.-El plasma completo citrado y el inhibidor de la IgG se acopla
sobre policrilamida de acuerdo a instrucciones del equipo.

5.-5e activa el factor IX de acuerdc a Ostipd y Rappaport,
rompiendo el 125-I-factor IX sobre sas-page al 10% reducido.
En la figura no. 4 Se observa la activacién del factor IX.

6.~8e activa el factor XI mediante el rompimiento del 125-I-

factor-XI sobre sas. Page al 10%.
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Se incuba este Gltimo 2 hs. A 39%c, se adiciona a cada una de
las 2 cadenas del factor XII humano (0.2,2,4,10 mg/ml) cada
uno por separado.

7.-Se hacen ensayos de la coagulacién incubando volumenes iqua-
les plasma inhibidor y plasma normal por 1 hora a 37sc
y ensayando la activacién 0.1 ml. De la mezcla para determinar
la actividad del factor XI (20). La unidad de inhibicién se
definio como la cantidad 3e inhibidor requerido para activar
el 50% de la actividad del factor XI en una hora a 37%c com-
parandolo con un control.

Resultados.
La inmunoabsorcién usando plasma purificado mostraron que 1la
actividad fué sobre la IgG las placas de inmunodifusidén confirman

la presencia de una sola d da y dos d ligeras

una kapa y una lamclda.

50 10

TIEMPO (MINUTOS)

Figura 23 Curva de unidén para el 125 I-Factor XI
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2do. Método
Fundamento; 1la interaccién del factor XI con una superficie
activante en 1la expresién de la actividad procoagulante del
factor XI «cuando el factor XI es convertido a su forma (XIa

sufren rompimiento protiolitico.

Metodologia.

1.~ Se purifican proteinas, de cromatografia secuencial sobre
dfae-sephadex y proteina a-sepharosa; se obtiene con una con-
centracién de 90mgml de proteina con 140 ml de actividad pro-
coagulante con una actividad de 1550/mg de proteina.

2.~ El quinin6égenoc de alto peso molecular se preparc mediante el
método de thompson.

3.~ La proteina ya purificada tuvo una actividad detectable para
los factores XI, XII o factor fhetcher.

4.- El factor XI fué preparado por el método ariffine.

5.~ Se corrié una electroforesis sobre policrilamida con s.a.s.

6.~ Los factores XI y XII se marcaron con 1251 utilizando el

método de la paraoxidasa,la concentracién del factor XI fué
de 1.9 mg./ml y de factor XII fué de 2 mg/ml.

7.- se efectuaron uniones de superficie con 1251 ~XI, el
cuil tenia una actividad de 0.07 u/ml de procoagulante del
factor XI, los cuales se combinaron y posteriormente se
incubaron 10 min. En un tubo de plastico de Nunc a tempe-
ratura ambiente.

8.~ Se cuantifican en un espectémetro gamma.

9.~ El contenido se lavo 2 veces con citrato salino.
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10.-Se ensayo la coagulacién del factor XI y XII con sistemas
modificados, para el tiempo de tromboplastina parcialmente
actividad usando plasmas hereditariamente deficientes.

1l1.-La actividad procoagulante del h m «# kX se midio usando la
actividad del cofactor de contacto.

12.-Las actividades se expresaron en unidades / mililitro en
que la cantidad de actividad en 1 ml. De plasma es defini

da como I. U.

Resultados.

La absorcién del factor XI de plasmas normales y deficientes en
factor XI, XII, factor Fletcher o h m w k.

Jer. Método:

el factor XI purificado esta esencialmente libre del factor 1II,
Vv, VII, IX, X, XI y factor de Fletcher.

El factor XI migra entre las globulinas beta y gamma en la elec-
troforesis con almidén, el factor XI esta presente en muy baljas
concentraciones en el plasma, estas se encuentran asociadas a

otras gamma globulinas.
Metodologla.-
1.- El factor XI se purifico de plasmas normales y anormales, con

columnas de cromatografia sobre D E A E -celulosa, con buffer

de barbital s&dico 0.02 N.
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2.~ La purificacidn se llevo a cabo en 5 pasos.

A).-

Bj.-

Se cromatograffa el plasma en d.e.a.e.-celulcsa.
La fraccién obtenida del paso 1 se dianza con oxalato de
s6dio 0.015 m. Y se absorve 2 veces con BaSo? por 30

mins. A 409c. Los nrecipitados se lavan 3 veces.

C).~ El lavado de baso® se cromatografio sobre sephadex (c-

d).-

E).-

Se m

caol

50=), con acetato de sédio 0.05 M+ Na U 0.05 M.ph=6.5
Las fracciones obtenidas se cromatografiaron sobre di-
calita - 4,200 las fraccicnes se neutralizan inmedia-
tamente con H cL y se dializan.
Las fracciones activas se concentraron 10 veces por
ultracentrifugacién.

edio la actividad del factor XI, sobre una suspensién de

in en 20 mg/ml de solucién salina y cefalina.

Se colocaron 0.1 ml de plasma deficiente de factor XI 0.1 de

la

cly

El p
3 mi

sustancia prueba se incubaron por 3 mins a 379%c. Con Ca

y se midio el tiempo de coagulacién.

lasma deficiente en factor XI se incub6é a 37%c. Durante

n. En un tubo de plastico.

Se midio la actividad del factor V para medir la capacidad de

acor
La t

vida

tar el tiempo de coagulacién del plasma.
rombina eluida se didliso con sephadex - a-200 y su acti-

d final fué de 48 unidades N I H/ml.
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Resultados:

El estado de activacidn del factor XI, fué probado con todas las
gracciones probadas y con caolin para establecer las cantidades
relativas del factor XI presente, y un ensayo sin caolin para
detectar la presencia de factor XI activado. Los resultados se

muestran en la tabla II.

Tabla II Efecto de la purificacién sobre la actividad del factor
XI, medida en presencia o ausencia del caolin.

Clotting times (=)

Fraction Dilution Kaolin i Plastic
Step 3 1/15 66 230
Step 4 1740 67.5 200
Step 5 1/30 66.5 210
Normal plasma 1/5 63 225
Activated XI 1/5 60 67
Activated XI 1/10 74 82

No se observo contaminacién significativa con los factores II,V,
VII, VIXI, IX, X, XITI o factor de Fletcher tampoco se detecto IM
6 IgA reactivos, el factor X fué estable a la temperatura 37¢c,

ARc.
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VII.6 RESULTADOS

Estado de activacién del factor XI todas las fracciones fueron
aprobadas en (1) un ensayo de factor Xi con caolin para estable-
cer las cantidades relativas del factor XI prsente, Yy en (2) un
ensayo sin caolin para detectar ia presencia de cualquier factor
XI activado. Los resultados con una serie de fracciones se
muestran en las 3 lineas superiores de la tabla 2. Los controles
Se muestran en las tres lineas inferiores de la tabla. El plasma
normal proporcioné el factor XII nativo. El factor XI activado
fué la fraccién eluida con HaCl 1.2m cuando el plasma normal fué
cromatograiado sobre dicalita 4200 usande la técnica descrita en
materiales y métodos.

Esos resultados indican gue el factor XI no se encontraba activa-
do durante la purificacién. Durante algunos meses se noto una
disminucién del tiempo de coagulacién sin caolin o de una frac-
cién refrigerada del APSOC 5,

Otro factor es coagulantes. La fraccién de paso 5 fué probada
para otras actividades del factor coagulante. Como se muestra en
la tabla IY, no hubo contaminacién significativa con los factores
I1, Vv, VIII, IX, X, XIII o factor de Fletcher.

No pudieron detectarse evidencias de plasmin o material activable
por la estreptoquinasa en la fraccién del paso 5 que contiene mas
de 400% de actividad de factor XI usando la prueba de la placa
de difusién de la fibrina de enzo (hyland).

Inmunoglobulinas. Las fracciones del paso 5 fueron probadas para
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la contaminacién de inmunoglobulinas por una doble difusién en
agar.

No pudo detectarse material IgM o 1gA reactivo. Se observaron
trazas de IgG reactiva usando peliculas muy delgadas de agar
sobre portacbjetos.

Mezclas de una fraccibén del paso 5 con anti IgG en la regién de
equivalencia tuvieron una actividad completa del factor XI des-
pués de una hora de incubacién indicando que la proteina IgG era

probablemente un contaminante.

Esos resultados sugieren que el factor XI probablemente no sea
una inmunoglobulina. Esta conclusién puede ser consistente con
nuestro descubrimiento de gue cantidades normales del factor XI
crudo puede ser aislada por cromatografia D E A E del plasma de
un paciente con hipogamaglobulinenva severa. {S. Schoffman,
observacién no publicada).

-pPropiedades de la filtracién en qeli

En la cromatografia sobre sephadex c-200 en NaCl 0.5m eluyo
justamente después de la aldolasa en una posicién equivalente a
la de una proteina globular de peso molecular aproximadamente de
210,000 bajo esas condiciones la actividad del paso 4 se perdio
completamente sin embargo, si la columna era equilibrada con NacCl
IgM. Conteniendo seroalbumina humana a una concentracién que
produjera una absorbencia de 0.10, la actividad factor XI del
paso 4 nuevamente se recobrard a una posicibén eguivalente a un

peso molecular aproximado de 210,000 D Movilidad electroforética.



-215-

La actividad del factor XI en las fracciones de los pasos 3 y 4
migraron entre el angor y gama globlinas en 1la electroforesis
sobre almidén, migraron m&s hacia el catode que 1las fracciones
del paso 4 pero la diferencia fué pequefia. La recuperacién de la
actividad EM ambas fracciones fué pobre. La actividad del factor
X.I en la fraccién del paso 5 se perdi6 completamente en el boglue
de almidén. (Esto puede ser rasultado de la remocién de la albu-
mina estabilizante durante la electroforesis).

Actividad de esterasa. Ni la actividad del factor XI en la frac-
cién del paso 4 de aproximadamente el 40 (a 280 = 0.02) mide las
fracciones del paso 5 de 37 y 55% tuvieron alguna actividad
astereolitica sobre B A E e durante 30 minutos bajo las condicio-
nes descritas arriba.

- Efecto de la tripsina sobre el factor XI. La incubacién del
factor XI del paso 5 con tripsina debil (40 mg/ml) produjo una
marcada activacién como se muestra en la tabla 12.

La activacién por la tripsina fué prevenida con una preincubacién
de la tripsina con inhibidor de la tripsina del frijol de lima.
Una mezcla de reaccién que contenia factor XI y 25 mcl de tripsi-
na no mostro cambio en la actividad coagulante medida en un
ensayo modificado del factor XI durante 15 min. (La mnuestra de

prueba fué adicionada inmediatamente antes de la calcificacién).
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Tabla 12 Efecto de la tripsina sobre el factor XI purificado

tiempo de sangrado
Mezcla de reaccidn

15 s* | 5 min | 10 min| 15 min | 20 min

XI +25 ul tripsina 8s 57 - 48 47 51

XI 410 ul tripsina 101 73 60 55 50

XI +citrato salino 108 - 110 - 110

Albumina solucién+25 ul 328 - 327 - 310
tripsina

En ia, el prod de la reaccidén observado en el

ensayo del factor XI no se debio ain intermediario tardiamente
activado de la coagulacién.

Cinco mezclas de reaccidn que contiene factor XI y 25 mcl de
tripsina fueron probadas al tiempo cero y 15 minutos después de
incubarlas para la actividad de estearasa B A E e.

- Efecto de la trombina sobre el factor XI.

La incubacién del factor XI del paso 5 con trombina humana a una
concentracién de 2.5 & 0.25 U/wml. En la mezcla de la reaccién no
produjo cambios en 1la actividad del factor XI (tabla 12) 1la
adicién de tripsina a las mezclas tratadas con trombina, produjo
un r&pide incremento en la actividad como se muestra indicando
que el factor XI tratado con trombina puede sequir siendo activa-
do por la tripsina.

- Efecto delcaolin XII y XIIa sobre el factor XI.

La incubacién del factor XI del paso 5 con caolin XII o XIIa no
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produjo cambios en la actividad aparente del factor XI con el
tiempe como se muestra en la tabla 14 lineas Y 2. Esta concen-‘
tracién de factor XI codgule en un ensayo del factor XI en 67
seg. En contraste, cuando plasma diluldo deficiente en factor XI
fué la fuente de factor XI (tiempo de coagulacién=76 en un ensayo
del factor XI) se produjo un marco incremento en la actividad
tanto por elcaolin XIT como por XIla tabla 14 lineas 3 y 4 mien-
tras que la fraccién de factor XII D E A E no tratada no tuvo
efecto (tabla VI, linea 5); las mezclas de reaccién que contenian
plasma diluido deficiente en factor XII y XIIa o caolin - XII
fueron probadas en un ensayo modificado del factor IV (la mezcla
de prueba fué adicionada inmediatamente antes del calcio para
prevenir cualquier destruccién durante la incubacién) no se
detectaron cambios en la actividad a los 20 min. Indicando gque
la activacién aparente del factor XI no refleja la generacién de

un intermediario de la coagulacién tardianmente activado.

Esos resultados sugirieron que el plasma diluido deficiente en
factor XII contenian una actividad, careciendoc de factor XI
purificado; la cudl fué requerida para la intervencién de 1los

factores XI y XIII.



-218-

Tabla 13 Efecto de trombina en purificador factor XI

tiempo de sangrado

Mezcla de reaccién
15s% 2.5m1n|Sminllomin‘zomin‘BOmin

XI+0.5 U/ml trombina 81 81.5/80.5} 76 76 78
+tripsina 81 66 64 61 63 62
XI+5 U/ml trombina 41 40 40 40.5| -- -
+tripsina 41 - 36 34 - 34

Tabla 14 efectos de kaolin-XII,XIIa,o XII en purificado en factor
XI y factor XII deficiente plasma

tiempo de sangrado
Mezcla de reaccidn

155J 5m1n| 10m1n‘ 15min| 20m1n| 25min

step-5 factor -XI

+kaolin-XII* 112|116 |120 119 tadnd 119

+XIIa+ 116121 {118 —— 116 —-—
factor-XIIdeficientplasma(1/10)

+kaolin~XIT++ 137| 98 96 94 ——— 20

+XIIas 246 |--- [140 - 117

+XII| 287|--- |287 | -- 280
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Una actividad del plasma relacionada con la fase de contacto de
la coagulacién intrinseca es el factor de fletcher (hathaway vy
alsovor 1970). Para determinar si el factor de fletcher puede ser
la actividad plasmatica requerida para la interacién de 1los
factores XI y XII, se desarrollaron dos tipos de experimentos: 1)
determinacién de la generacién de XIIa en mezclas que contiene
caolin-XII, factor XI y factor de fletcher 2) determinacién del
efecto del plasma deficiente en factor de fletcher en una mezcla
caolin XII y factor XI incapaz de generar XIa.
Como se muestra en la tabla 15, una mezcla de reaccién que conte-
nia caolin - XII, del factor de fletcher no generé un incremento
en la actividad de factor XI a los 20 min. (Linea I) cuando el
plasma diluido deficiente en factor de fletcher fué& adicionado a
esta mezcla de reaccién, ocurrio la activacién del factor XI
{linea 2). Puesto que el factor de fletcher no pudo proporcionar
la actividad requerida para la interaccién de los factores XI y
XII y el plasma deficiente en factor de fletcher contenia esta
actividad, se demostré que el cofactor de la actividad de contac-
to en este sistema no pudo ser el factor de fletcher.

Tabla 15 Efectos de Fletcher, Factor en la interaccién de
Kaolin-XIXI y Factor XI

reaccién tiempos

kaolin fletcher |fletcher-f
XII XI| Factor def.plasma 15s* |5min |10min 20 min

+ + + - 148 J1s1 |1s50 146
+ +|- + + 150 93 93 76
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VII.?7 TRATAMIENTO
Suele lograrse el control de la hemorragia en pacientes con
hemofilia €, cuando se les suministra crioprecipitados o concen-~
traciones de globulina, antihemofilica (gah) com plasma fresco
congelado o con transfusiones de sangre fresca.
En los pacientes con hemofilia ¢, los crioprecipitados antes
mencionados no son Gtiles, pero si el plasma fresco congelado.
Las lesiones en loe labios, lengua o epistaxis no deben tratarse
con cauterizaciones, sino por medio de comprensién.
Ootros agentes terapéuticos coadyuvantes para prevenir hemorragias
graves y potenciar las transfusiones son las siguientes.
1.-Corticoesteroides: disminuyen el dolor en la hemartrosis 1i-
mitan los riesgos en las extracciones dentarias y en pacientes
con hematurias.
2.=-Antifibrinoliticos: el &cido epsilon aminocarproico parece e-
ficaz para evitar el sangrado en intervenciones quirdrgicas o
en extracciones dentarias.
El uso de analgésicos resulta indispensable en muchas situaciones
del hemofilico, sin embargo no deben ser aplicadas por via
intramuscular y deben evitarse la aspirina. Ya que esta aumenta
la tendencia hemorrégica.25
Las circunstancias clinicas del caso hemorragia severa rebelde a
la infunsién del plasma pero es facil respuesto a un agente
alternativo promotor de 1la coagulacién, sugiere un defecto
critico del sistema de activacién intrinseca, soportando 1la

inferencia de que el factor XI participa en la hemostasis normal.
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VIII DISCUSION

La hemofilia es uno de los trastornos hemorrdgicos conocidos de
m&s antiguedad. Se ha descubierto que los signos clinicos de 1la
hemofilia clasica pueden resultar de tres diferentes defectos
genéticos o de anticoagulantes circulares; esto s6lo se puede
diferenciar mediante pruebas de laboratorio.

EXISTEN TRASTORNOS GENETICOS
1)Deficiencia del factor VIII que es del 80 a 82%
2)Deficiencia del factor IX de 11 a 15%

3)Deficiencia del factor XI de 5 a 7%

1l)Deficiencia del factor VIII

El factor VIII cumple con dos funciones una como coagulante, y la
segunda en la hemostasis primaria la cudl tiene interferencia en
la enfermedad de Von Willebran.

Se forma un complejo factor VIII/VW, en el cudl tiene actividad
procoagulante de factor antihemofilico (VIII) este es 1lnactivado
por anticuerpos humanos, y se usa para inmunoensayo. ’
Algunos investigadores sugieren que el factor VIII se produce en
el sistema reticuloendotelial, se sintetiza en el higado mientras
la fraccién de Von Willebrand se sintetiza en células endotelia-
les de vasos sanguineos, el factor VIII se almacena en el bazo y
el factor antigenico forma con complejos con el factor VIII

coagulante.
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La fraccién del factor VIII es acelerarla, la coagulacién
sanguinea y como cofactor en la actividad enzimdtica del factor X'
por el factor IXa cuando el factor VIII ETA en presencia de
calcio y fosforolipidos se activa la reaccién coagulante.
En algunos pacientes hemofilicos se presenta un inhibidor circu~
lante de factor VII lo cuil explica el tratamiento de estos.
La deficiencia del factor VIII, separa de una generacién a otra
con su caracter recesivo ligado al sexo.
Las anormalidades comunmante observables son hemorrdgicas a nivel
nasal, bucal, muscular, cerebral y a nivel de las articulaciones
principalmente. El diagnéstico se da por historia clinica del
paciente, pruebas de laboratorio como cuantificacién de plaque-
tas, prueba de torniquete, tiempo de sangrado, tiempo dé trombi-
na, tiempe parcial de tromboplastina, cuantificacién del factor

VIII, estas pruebas son importantes para confirmar.
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CLASIFICAR LAS HEMOFILIAS

Existen otras pruebas mis sofisticadas de laboratorio como son:
Las inmunolégicas una de ellas en la neutralizacién de anticuer-
pos humanos, identificando proteinas no funcionales.

Para diferenciar la hemofilia A de la de "Von Willebrand", con la
neutalizacién de anticuerpos, los plamas con deficiencia del
factor VIII, formaron inmunoprecipitados y los de Von Willebrand
ne formaron.

Se han producido técnicas utilizando antisueros heterdlogos para
explicar técnicas de inmunoprecipitacién, hemoglutinacién o radio
inmunoandlisis. En el capitulo se muestran generalidades sobre lo
que respecta en la hemostasis que involucra a la interaccidn
entre la fase vascular plaguetaria y plasmitica.

Se hace énfasis en ¢l sistema de la coagulacién y se habla de las
dos vias existentes:

a) -extrinseca

b) intrinseca

Existiendo alqunos inhibidores de la coagulécién sanguinea y
fibrinolisis. Lo cudl ocurre por activacién de proenzimas y
neutralizacién de enzimas.

En este trabajo nuaestro interés es mostrar lo mds sobresaliente
sobre todo lo referente a las deficiencias de algunos factores de
la coagulacién.

En el capitulo refente a la hemofilia A (deficiencia del factor

VIII) se analiza su estructura, sus funciones biolégicas que
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consisten en la actividad coagulante y participa en la hemostasis
primaria.

Se ha reportado que el factor VIII forma con complejo e 2 compo-
nentes los cuales desempefian funciones diferentes, también se
destacan las diferencias entre el factor VIII y el complejo - que
forma.

Se mencionan las técnicas que existen para separar ese complejo,
la mas aceptada en la inmunocabsorbencia a través de una filtra-
cién en el gel de Sephadix G-200.

El factor VIII se sintetiza en el sistema reticulocendotelial su
funcién es la de acelerar la coagulacién sanguinea, que es un
cofactor en la activacién enzimitica del factor X, se habla de
que su deficiencia es de caracter recesivo ligado al mexo.

La hemofilia A se ve clasificada de tres formas de acuerdo a 1la
actividad coagulante que presenta el factor VIII.

Se mencionan los trastornos decisivos debido a la deficiencia del
factor VIII los cuales son principalmente hemorragicas en el
diagnéstico se incluyen pruebas de coagulaci6n principalmente vy
métodos inmunolégicos en los cuales se utilizan antisueros hete-
rélogos, a los cuales se les efectudé hemoglutinacién inmunopre-
cipitacién y radioinmuncandlisis.

Otro sistema implantado es la ionizacién que se basa en el DNA

Y la donacién del gen del factor VIII.

Existe la formacién de un complejo inmunosorbente ELISA para
detectar portadores de hemofilia A el cu8l sirve para medir

antigeno ligados al factor AHF (factor VIII) RAg.
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jonizacifn es un nuevo método basado en la fragmentacién del

DNA. Y consiste en tres métodos:

1)

2)

3)

4)

Fragmentacién del d.n.a. En este al azar, ligado al gen de in-~
terés en este se detectan marcadores polimorficos extrageni

cos.

Fragmentos subclonados aislados detecta marcadores intrageni-

cos.

Oligomeros sintéticos del d.n.a. En el cudl se pueden recono-
cer dos secuencias de d.n.a. Como oligonucleotido detecta mu-
taciones, cstos métodos se aplican al paciente y a sus fami--

liares.

Para el tratamiento de la hemofilia "A", consiste en la apli-

cacién de 3 sistemas.

a) La aplicacién de plasma humano como fuente de factor VIII,
el cudl ha dado resultado para controlar la mayor parte de
hemorragias en tejidos blandos hematurias etc.

b) Concentrados heterélogos es un preparado activo que se ob-

tiene a partir de sanagre animal, del cu&l una proteina he-
terdloga gque es antigenica y por lo tanto de utilidad 1limi-
tada.

c} Concentrados del factor VIII humano es un concentrado gue
se obtiene a partir de plasma humano por medio de la crio-
precipitacién, y el factor obtenido es de 15 a 40 veces ma-

yor que el del plasma normal.
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Hemofilia wvascular (enfermedad de Von Willebrand) se forma un
complelo factor VIII/vw, la proteina plaquetaria anormal en la
enfermedad de Von Willebrand esta proteina se detecta inmunol6gi-
camente (VIII RAg) y tiene un papel importante en la adhesién de
plagquetas en el vaso sanguineo dafado.

Existe un factor VIII bifuncional (VIIIR) el cudl es separado por
electroforesis, la cantidad de proteinas VIIIR se calcula a
partir de la actividad especifica del factor VIII altamente puro.
La proteina unida al factor VIII tiene un papel en 1la funcidén
plaquetaria normal, los estudios in vitro son usualmente anorma-
les en la enfermedad de Von Willebrand.

A) Aglutinacién plaquetaria inducida por ristocetina.

B) Retencién de plaquetas en columnas de vidrio esto se corri-
ge cuando se adiciona factor VIII puro y normal en los pa--
cientes con esta anormalidad. Se encuentran en células
endoteliales de arterias, arteriolas, capilares y venas de

todo el cuerpo también en megacarlocitos y plaquetas.

La enfermedad de Von Willebrand se hereda autosémicamente y en
pacientes que son heterocigotos y en hemocigotos en muy pequefia
frecuencia.

En pacientes hemocigotos las manifestaciones clinicas son hemo-
rragias severas.

Cuando se presentan en pacientes heterocigotos se presentan en

dos clases.



-227-

Tipo I.

caracterizado por bajos nliveles de factor Willebrand, el

tiempo de sangrado es normal.
Tipo II. Que presenta tres subclases:

IIa. Existe respuesta deficiente a la ristocetina.
IIb. Sensibilidad a cantidades bajas de ristocetina.

IXc. Hay ausencia de multimeros del factor de Von Willebrand

EN PLASMA Y PLAQUETAS

La enfermedad de Von Willebrand es un desdrden hemorragico here-
dado autosémicamente, caracterizado por un tiempo de tromboplas-
tina parcialmente activado prolongado y tiempo de sangrado tam-
biﬁn prolongado la prueba de retencién plaquetaria se usa como
auxiliar en el diagnéstico de esta enfermedad.

También se puede utilizar técnicas de electroforesis en gel
agarosa para identificar los polimeros del factor Willebrand, las
técnicas inmunoradiométricas son también para detectar los poli-
meros.

La deficiencia del factor IX ocasiona la hemofilia B o enfermedad

de Christmas.
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Este factor IX se aisla del plasma, siendo este factor activado
de tres formas.
1.- En presencia del calcio (en la via intrinseca) XIa.
2.~ En presencia de calcio (via extrinseca) factor Viia vy

factor tisular.
3.~ Por accién de la trombina.
Cuando se activa el factor IX por el segundo .método este depende
de la cantidad presente en el plasma, Yy se controla por los
niveles gue existen en el factor tisular.
8e ha demostrado que el factor IX puede ser activado por 1la
trombina.
cuando se activa el factor IX pasa a factor IXa, el cudl es una
enzima proteasa sérica), la cudl aunado a dos cofactores gque son
al calcio y los fosfolipidos.
Las moleculas del factor IX funcionalmente inactiva interfiere
con la reaccién en la que el factor VII y cerebro proporcionando
una tercera via para clasificar a los pacientes con deficiencia
del factor IX.
La hemoglobina B se debia a aberraciones en el cromosoma X pasa
de una generacién a otra como caracter recesivo ligado al sexo.
Se divide en dos.
1.~ Persona con niveles normales de factor IX.
2.- Perscna con niveles casi no detectables del factor IX,

como cambios en la secuencia de aminodcidos y ademis se

ve complicada por el desarrollo de anticuerpos especi-

ficos, los cuales actuan en su accion coagulante.
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Existen métodos de dlagn6stico especificos para la deteccién de
la deficiencia del factor IX, como son:
a) Radioinmuncensayo. En el cudl se forma un complejo fija-
do con formalina y se absorve en complejo en células de

staphylococcus aureus.

B

-

Electroforesis. Se marca paralelamente con ensayos inmu-
nolégicos la segregacién de un gen F IX anormal. Utili--
zando diajoben 3Y Lixinetil (ddm).

¢) Inmunoeléctroforesis. Se utiliza una hibridacién con
endo nucleasas para detectar el gen del factor IX.

D

Método de ELISA., Se determina el nivel antigénico del
factor IX.

E) E1 diagnéstico prenatal se lleva a cabo con la combina-
nacién de los métodos anteriores a partir del segundo

trimestre de embarazo.

E) Para el tratamiento de la hemofilia B se les admisnistra
plasma fresco congelado, elevando el factor IX de un 5 a
10%.

F) Concentrados de factor IX para controlar hemorragias

intensas.

El factor XI se encuentra en plasma en un 2 a 7 mcg/ml. -
Se sintetiza en células parenquimales del higado. Se en~
cuentra activo en su forma enzimdtica en esta forma puede
ser inhipido por el disopropil f6sforo fluorado el cudl

se une a su sitio activo.
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Cuando existe anticuerpos del factor XI estos muestran un
bloqueo en el funcionamiento del factor XI. Porque se
forma un hibrido wuniendose a 1los sitios aétivados gel
factor XI.
La deficiencia del factor se trasmite como una enfermedad
autosomal recesiva incompleta, en pacientes hemocigotos y
heterocigotos.
La actividad del factor XI se aumenta cuando se tiene una
dieta rica en grasa.
Los pacientes con estas deficiencias presentan diatesis -
hemorrédgica muy similar a la que presentan los que tienen
deficiencia del factor VIII y del factor IX. Los pacien-
tes heterocigotos con deficiencia del factor XI'presentan
diatesis hemorragica y son enzimatices. Las pruebas de
laboratorio como fragilidad capilar, tiempo de sangrado,
retraccién de coagulo y fibrinégeno son normales,
Presentar anormalidades el tiempo parcial de tromboplas-
tina y el tiempo de genracién de tromboplastina.
Los métodos de laboratorio mds especificos para de~
terminar deficiencia del factor XI, son inmunolégi-
cos, en uno de ellos se utiliza inmunoabsorcién, con
plasma purificado y se utiliza la inmunodifusién.
Purificacién de proteinas para romper proteinas uti-
lizando cromatografia secuencial en DEAE-Sephadex
y proteina a sepharosa, posteriormente se corre una

electroforesis para cuantificarse espectrofootometri
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camente y asi medir la actividad procoagulante del -

factor XI.

Electroforesis con almidén utilizando sulfato de ba-
rico sobre cromatografia en sephadex, se mide la ac~

tividad y acortamiento del tiempo de coagulacién.

Para el tratamiento de la deficiencia del factor XI.
Se administran:

a) plasma fresco el cudl contiene crioprecipitados

o concentraciones du globulinas.
B) corticoesteroides.

¢) antifibrinoliticos.
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DISCUSION HEMOFILIA B y C
Se ha sefalado que la frecuencia con la cual ocurre la deficien-
cia del factor 1IX es las sexta parte de la que ocurre en la
deficiercia del factor VIII, el cudl clinicamente es similar al
del factor VIII esto se debe a la deficiencia de una proteina
diferente que se encuentra en el plasma.
Existen evidencias de que el plasma de pacientes que frecuentan
estas deficiencias factor IX, se encuentra una proteina similar
al factor IX la cual tiene actividad antigénica es decir se
comporta en cierta forma con actividad coagulante, perc no 1lo
hace completamente.
El factor IX se transmite comoc caracter recesivo unido al sexo.
Con caracteristicas genéticas muy similares a la deficiencia del
factor VIII.
Se ha visto que el desarrollo en individuos con deficiencia del
factor IX de un inhibidor circulante en plasma ofrece dafios y
complicaciones severas en la coagulacibn intrinseca del paciente.
Por otra parte se ha observado que el factor IX se activa con el
factor VIIa y el tisular aunque no se sabe exactamente con cudl
unién de amino&cidos se lleva a cabo la protealisis,
En cuanto al cuadro clinico cabe mencionar gue los pacientes
refieren diatesis hemorrigicas al sufrir traumatismo que son
desde menores a mayores. Ya que el factor IX no se consume
durante la coagulacién y puede persistir en el severo. El trata-

miento de plasma fresco congelado y concentrados de factor IX.
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~._La deficiencia del factor XI se transmite como dominante autosé-

mico y de expresién completa, la deficiencia de este factor

dificulta el desarrollo de la actividad de la tromboplastina en

la primera fase de la coagulacién.

A) por otra parte se ha observado que jas plaguetas ccontienen una

B

actividad coagulante similar a la del factor XI, y esa
actividad se localjza en las membranas plasmaticas de las
plaquetas se lavan en glicerol se observa un requerimiento

cuatro veces en la actiwvidad similar a la del factor XI.

el 93% de la actividad similar a la del factor XI, en las pla-
quetas lavadas se encuentra asociada a una fraccién particula-
da.

También se ha observado que pacientes tratados con heparina -
con concentraciones mayores a 5g/IIVv/ml se incrementa la in-
activacién del factor XI son asintomiticos.

Existen varias alternativas para activar el factor XI en vivo

a través de la calcicreina, sin necesidad de recurrir al fac--
tor XIa.

Durante la coagulacién el facter XI no se consume el
factor IX, estos dos factores se hallan presentes en plasma o
suero, se puede corregir el plasma deficiente de factor XI con

adicién de plasma normal tratado con alcohol3.
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IX RESUMEN
De acuerdo a nuestra revisién bibliografica, en el presente
trabajo se establece que las hemofilias son tganstornos hemorragi-
cos producidos por aquellos factores gue por un defecto
estructural o a falta de una sintesis correcta, producen cierta
tendencia a sangrar y se clasifican en :
1.-Hemofilia A, o deficiencia de factor VIII. la cudl es una
enfermedad hereditaria recesiva ligada al sexo, la cuidl se pre-
senta en hombres y es trasmitida por mujeres portadoras.
E1 factor VIII es un complejo de dos componentes gque tienen
funciones distintas, un componente del complejo Factor VIII/VW
tiene actividad procoagulante de factor antihemofilico se desig-
na como VIII:C. El otro componente, mayor, comprende la mayoria
de la maza protéica e interactia con las plaquetas de tal forma
que promueve la hemostasis primaria, este generalmente se designa
como proteina enparentada con el factor VIII & factor Von Wille-
brand (VIII:R).Para caracterizar sus propiedades bioquimicas, se
establece que el factor VIII:C tiene un peso molecular de 285000
D, sobre filtracidén en gel sephadex G-200.
Este factor se ve afectado por el pH y la concentracién de calcio.
Es mds estable entre pH 6.9 y pH 7.2 y es marcadamente menor por
de bajo de pH 6.9 y por encima de pH 8.
Aunque el VIII:C humano no ha sido purificado en cantidad suficien
te para el andlisis de carbohidratos, existen evidencias en ambos

casos de gue la molécula contiene residuos de carbohidratos.
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El anti VIII:C humano obtenido de pacientes hemofilicos
multitransfundidos gque desarrollaron inhibidores y de individuos
los cuales forman anticuerpos que inactivan el VIII:C, no forman
inmunoprecipitados con <1 ¥IIT:C o con el complejo del factor
VIII/VW detectable,no obstainte ese suerc pucde usarse psra detec-
tar el determinante antigénico del VIIL:C por ensayo de neutrali-
zacién con anticuerpos y por ensayos inmunoradiometricos para el
VIII:CAg mic sensibles.
Algunos investigadores sugieren que el factor vIIr:c es producido
por el sistema reticuloendotelial, se sintetiza en el higado mien-
tras que la funcion antigénica y de Von Willebrend se sintetiza
en las células endoteliales de los vasos sanguineos. AUn cuando
ezlste la suposicién, que el higado juega un papel importante en
la produccién de VITI:C en enfermedades hep&ticas severas, soporta
fuertemente el concepto de que existe una fuente extra hepética de
esta proteina, de cualquier manera hasta el momento no se conoce el
tipo de células responsables de la sintesis del VIII:C .
Generalmente se esta de acuerdo en que la funcién del VIII:C es a-
celerar la coagulacién sanguinea y que juega un papel de cofactor
en la activacién enzimitica del factor X por el factor IXa, en pre-~
sencia de fosfolipidos v calcio.
El diagnéstico de la Hemofilia A se basa en una historia clinica, a-
unada a pruebas de coagulacidén que comprenden: tiempo de sangrado,
cuenta de plaqguetas, agregacién plaguetaria, fragilidad capilar, ti-

empo de protombina y tiempo parcial de tromboplastina activado.
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De estas pruebas el tiempo parcial de tromboplastina se encuentra
prolongado y en ciertos casos el tiempo de sangrado, las restan- .
tes pruebas se encuentran normales.
Para la determinacion del facter VIII,el método inmunolégico mas
recomendable segin nuestro estudio bibliogr&ficoc es el de ELISA
ya que presenta una magnifica correlacién con otros métodos y no
se regquiere de mucho material para efectuarloc asi como de tiempo
para realizarlo. En cuanto a la aplicacién de la genética molécu-
lar al diagnéstico prenatal, es de gran importancia ya gue prome-
te mitigar las limitaciones basicas de los métodos inmunolégicos
que consisten en examinar el fenotipo (sangre) ademds del genoti-
po (DNA) adem&s de los caprichos de la lyonizacién se ha demos-
trado claramente que el diagnéstico prenatal por métodos que in-
volucran el DNA son muy factibles en la hemofila A.
2.~ La enfermedad de Von Willebrand & deficiencia de factor VIII
es una enfermedad gue se hereda autosdmicamente y la mayoria de
los pacientes son heterocigotos, en homocigotos se ha reportado
en un pequefio nGmero de familias. Aunque también se presenta en
pacientes sin antecedentes familiares 6 sintomas de sangrado a-
normal. El factor VIII:R 6 factor Von Willebran es una proteina
de enorme tamafic con un peso molecular de 1.12 por 10 D, es una
glucoproteina que contiene de 5 a 6% de carbohidratos, hexosa,
hexosaminosa y &cido sialico. Esta compuesto por los siguientes
aminoadcidos: metionina, tirosina y triptofano que son relativa-

mente bajos y no existen grupos sulfhidrilo libres.
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E) VIII:R es aproximadamente 100 veces mis grande su concentracién
en plasma (ue la del VIII:C.
Estudios inmunoflorecentes han identificado al VIII:RAg en célu-
las endoteliales, de las arterias, arteriolas, capilares y venas
de todo el cuerpo al igual que megacario;:itos Y plaguetas.La pro-~
teina VIII:R tiene un papel central en la funcién plaquetaria
normal. Aunque el VIII:C y el VIII:R tiene propiedades muy dis-
tintas se puede hacer una simplificacién para sugerir que ellas
no se relaclonan entre si y que son s6lo dos proteinas que pue-~
den purificarse juntas.
varias investigaciones indican que en el plasma, ellas interac-
tuan a través de uniones no cobarentes para formar el complejo
factoxr VIII.
En la mayorfia de los pacientes con la enfermedad de Von Wille-
brand el diagnéstico se realiza con una historia clinica y prue-
bas de coagulacién como son: el tiempo de sangrado gue resulta
prolongado y puede hacerse con la técnica de Ivy la cuil es més
sensible que la de Duke.
El tiempo parcial de tromboplastina resulta algunas veces alar-
gado, la retencién plaquetaria en columna de cuentas de vidrio
generalmente es anormal. Pueden utilizarse técnicas inmunoradio-
métricas e electroforesis para el factor Von Willebrand, pero
carecen de valor diagnéstico.
3.-La deficiencia del factor IX ocasiona la hemofilia B o enfer-

medad de Christmas ésta enfermedad es trasmitida por mujeres
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portadoras como un caracter recesivo ligado al cromosoma X.

_El factor IX humano es una glicoproteina de peso molecular de
57,500 D que se encuentran en el plasma en una concentracién de
2,.6-5.0 mg/ml con una vida media en la circulacién de 20 a 30
horas. Este factor circula en forma de zimégeno, es una protei-
na de cadena simple dependiente de la vitamina K que contiene
416 aminodcidos y un 17% en peso de carbohidratos. El factor IX
se sintetiza realmente en el higado y se almacena en el bazo.

La principal funcién del factor IX en el procesc de la coagula-
cién, esta activacién del factor XIa, Xa, aunque en la realidaa
el activador fisiolégico de esta reaccién es el complejo formado
por el factor IXa, calclo fosfolipidos y trombina activa el fac-
tor VIII. El factor IX es una enzima 1til de esta reaccién, y
mientras que el calcio y los fosfolipidos son cofactores impor-
tantes. Existen m&todos de diagnéstico especifico para la detec-
cién de la deficiencia del factor IX como son:

Radioinmunoensayo, Electroforesis, Inmunoelectroforesis, mé&todo
de ELISA. El mejor método propuesto en esta investigacién biblio-~
gridfica es el de Radioinmuncensayo, ya que es una técnica conoci-
da y el material quimico biolégico empleado es de facil adquisi-
cién y no se requiere de mucho tiempo para realizarlo,en compara-
cién con los otros tres métodos existentes para esta determina-
cién.

4.~ La deficiencia del factor XI ocasiona la hemofilia C, enfer-

medad que se trasmite en forma recesiva autosomal incompleta.
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El factor XI es una glicoproteina encontrada en el plasma en con-
centracidn de 2 a 7 mcg/ml este es sintetizado en las células pa-
renquimales del higado. Su peso molecular es de 75000 a 80000 D.
El factor XI es relativamente estable a temperatura ambienté 6 a
una inferior y su actividad precipita en el plasma cuando se le
trata con sulfato de amonio.
El factor XIa esta compuesto en un par de cadenas pesadas con un
peso molecular aproximado de 35000 D y un par de cadenas ligeras
de peso molecular de 25000 D, estas 4 cadenas se mantienen unidas
por puentes de disulfuro.
El factor XIa cataliza una importante reaccién en la fase inicial
de la coagulacién sanguinea, convirtiendo el factor XI en una en-
zima activa. La actividad del factor se aumenta cuando se tiene
una dieta rica en grasa. Para el diagn6stico de la hemofilia C se
utiliza principalmente métodos inmunolégicos siendo el mis impor-
tante el de la electroforesis en almidén, puesto que utiliza mi-
gracién de proteinas a través de una diferencia de carga eléctri-
ca y el equipo de material se adquiere f&cilmente, presentan una
correlacién de resultados obtenidos por este método.
Para el tratamiento de cada una de las deficiencias de los facto-
res VIII, IXy XI es comGn para todos ellos, ya que se emplean
transfusiones de plasma fresco, concentrados de cada uno de los
factores extrafdos de plasma normal humano. Para el tratamiento
de la enfermedad de Von Willebrand ademds de utilizar plasma y
concentrados se puede utilizar la prednizona que puede acortar el

tiempo de sangrado.
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