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CAPITULO UNO

INTRODUCCION



INTRODUCCION

EL confunto de mecanismos biolbgicos que Lnternactdan entre
84 que hacen cesar una hemornagia se conoce con el nombre de hemos-
tasis, mecandsmo gque posee un delicado balance en el gque participan
tanto efementos celulares como el endoteldio vascular, Las plaquetas
y elementos plasmlticos, nepresentados, por un Lado, posr factones
procoagulantes y por el otrno Lado Linhibidornes naturnales. EL equdildl -’
brio que se establece entne Los factones seialados mantiene flulda
a La sangre dentro de Los vasos, Lo que podemos considerar como un
cstado de noamocoagulabilidad. Cualquiern desequilibiio en alguno
o algunos de Los elementos que conforman La hemostasis podaia incli
nar £a balanza hacdia un estado de hipocoagulabilidad cuya expresdidn
clinica senfa La hemornnagia ¢ hacda un estade de hipencoagulabifidad
que se expresaria clinicamente como Lrombosis.

Parna su mejon compncnéign, el mecanismo de La hemostasis
se divide en dos pantes importantes: La hemostasis primania, ecn La
cual participan el capilan y Las plaquetas y La hemostasis secunda-
nia, conocdda también come etapa blogquimica o coagutaci&n propiamen

e dicha, en fa cual parnticipan una serdie de glecbulina y elementos
plasmlticos.

La enfenmedad de von Willebrand, que fué descrita en el
aiio de 1926, (1) e& hoy en dia una didtesis hemorndgica congénita
mas o menos frecuente, cuya detecedbn nos proporedlona uha ghahn ayuw
da paha descantar otrno tipo de alteraciones de La coagulacidng; se
caracteniza por su hetencgenicidad biofdgica y clinica, La disminu
cibn o ausencia de La sintesis de La subfraccidn de von Willebrand
def facton VIII1, de Las cllulas endoieliafes, y un patadn genéifico
compleso, que puede ser autosbémico dominante o neceéiuo. (2)

EL estudio de La enfeamedad de von WifLlebrand debe comen-
zan con el conccimiento de £Las acitividades de La molLécula del
facton VIT1, ¢l cual es el nesponsable, cuando tilene algln defec-
to, de £a didtesis en cuedlibn; La detfeccdidn de Este defecto es



Lo que noas ELevd a estuddiar esta molécula y a tratarn de estandarns
zan el métfodo para La deteaminacibn del mismo. Aunque se puede

sospechar por antecedentes familianes y manigestaciones clinicas,
el diagndstico de La engeamedad de von WilLLebrnand se establecend
primondialmente pon datos de Laboratordo.

La deteaminacddn del factor von Willebrand es de suma Am-

portancia en La evaluacidn diagnéstica de Los pacientfes, para eLLo
se debe contarn con un método confiable y reproducible para su de-
Lecedbn, e4

necesarioe probar dos métodos y asi deteaminan cudl de
elfos es mas confifable y sencillo.

EL método que se emplea tradicionalmente es ef de agrego-
metaia con ristocetina, que representa un mayon coste debido a que
el agregdmetne es uit aparato de importacibn, al igual que el agente
agregante, Lo que dificulta tenerlo como un recurnso a La mano.

EL otno método Lo constituye La aglutinacién en placa,

wit
método wovedoso y prictico, £o que Lo hace mas accesibfe. De alfl
que es necesardio tener su valor parna La evaluacibn diagnbstica de

£0s pacientes con esta enfermedad. (3)



OBJETIVOS

2)

3)

4)

5

Demostnan que £a defeaminacidn del facton von WiLlebrand
porn el método de aglutinacibn en placa es Zan ediciente

como el méXodo que uXilfiza La agregacibn plaquetania in
ducida por rnistocetina.

SeAalan La impoatancia de La paueba en La batenia panra
el diagndatico de La enfenmedad de von W.illebrand.

PLantean problemas de diagndstico diferencial de La

engermedad de von Wilfebrand con cuadros hemogilicos
¥y con thombopatias.

Detectan a £Los pontadones de L£a enfermedad, para efec-
Luan un estuddio gfamilianrn.

Apontan un mé&tfodo nueve y mds accesible para La deten-
minacibn del facton VIIT.



"HIPOTESIS DE TRABAJO -

EL método de aglutinacibn en placa y el método
de agregacién plaquetania pana La deteaminacidn
del fgactor ven Willebrand son semejantes.




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente, el conjunto de pruebas para el diagndéxica
de La enfermedad de von Willebrand comprende:

Tiempo de sangnrado, retencién de plaquetas por el cristal,
La adhesividad plaquetaria, nrecuento de plaquetas, tiempo de piro-
Znombina, Ldiempo de tromboplLastina parncial, dosaje de La actividad
coagulante del factor VIIT (VIII:ec), deteraminacibn semicuantitati-
va de £La actividad antigeno del facton VITI (VIIT:Ag) y agregacibn
plaquetaria inducdida pon nistocetina. Con Lo que respecta a esta
aetima prueba, el Laboratorio de Coagulacibn Especdal del Hospital
General Centro Médico "lLa Raza" carece del aparato esdpecifico para
su deteaminacddn y constituye una prueba esencial; La introducedibn
def método de agluitinacidn en placa para La determinacidn deld fac~
Zon von Willebrand viene a sustituin el método del Agregdmethro y
ademds nos peamite Lincluin a esta prueba, £a cual es de suma impor
tancia y que es de especdal intenés en el diagnbatico de La enfer-
medad.




CAPITULO DOS

ANTECEDENTES CIENTIFICOS.



GENERALIUADES

Existe en el momenio actual una confusifn sebre ef concep
to de La engenmedad de von Willebrand [EVW), ocasionado porn el pro
grneso tlendieo en el convocimiento del factor VITI, del que se derdi-

van hechos positives ¢y othos no tan singulanes, que dificultan su

encuadre en La dedinicibn de La afeceidn, hasia el punto de que
Las observaciones halladas bien menecen un penfodo de anflisis y
neglexidn sobre Las mismas.

Como hallazgos positivos se pueden seiiclan:

1.- Afgunas hemofi2ias clisicas,

cfinicamente no graves,
han pasado a no sen fales,

para encuadranrse denino de La EVW.

Z,- EL modefo de EVW, aungue persdiste como Tal, se ha
visto enndquecddo porn vaadantes cin su nepresentacdidn biolégica, que
empliezan a perfilfarnse con alguna seguridad, &i bdien. adn hay muchos
aspectos que deben sern afianzados y delarnados.

3.~ Es posibie ahora establecer patrones de formas von
Willebrand adquinidas.

4.~ E£ progreso Logrnado ha motivade gue conozecamos mejfor
Las nelaciones entrne Los

componaates de La pared vasculan, plasma
y pLaquedas.

La nepercusdilin que etlo pueda fenen en el mecardlsmo

de £a antendioesclerosis y fendmenos trombéticos vasculasies estd
poh dilucidarnse.

Alin con Lo antendlon,

podaia referninse que un trad fondo
genéiico, noe muy §fiame,

ha vendido a complican La ya muy confusa
negulacibn genética del factor Vill. Es de esperan que el estudic

de maltiples familians, o La Luz de &a metodologia actual, permliiné
esclanecen el problema en £Los padximos afas.

EVOLUCION HISTORICA DEL CONCEPTO PE LA EVW

ALgunas considenacdoncs histdnicas pueden sen necesarias
para dedinin el concepte actual de La EVW.

Siguiendo a HOYER (1}, tres perifodos pueden distingudinse:
1.~ Las primenas observaciones

Alcanzan desde 1926 a 1956, deatacdndose aquil Ra descndip-



eifn de La erfermedad pon Enie Von Willebrand (1926}, caracterizada
poi hemonragia de piel y mucosas, tiempo de sangria afargado, y non
mal netraceibn del codgulo y fiempo de coagulacidn, junto a una he-
rencda autosbmica. Denomina a La enfermedad "Pseudohemofilia, nom
bre que despufs parece desafortunade y que hoy podria readmitinrse.
En 1933, von WILLEBRAND y JURGENS nevisan Los mismod pacientes de
Las Lslas Aaland, Finbandia, menced a un Lngenioso gétodo que mide
La duracibn del estado fLuido de La sangre en un capilar ("ziempo
del trombocontadon capilarn"), observando que La prueba es noamal

en La hemofifia y alargada en su pacientes, por Lo que deteaminan
que tales enfermos tienen una "trombopatia constitucional.

Transcurren dos décadas, con descrdipeién de nuevos casos
con Las caractenisticas neferndidas antes, y en el afo 1953 un nuevo
hatRazgo ae insenta en el conocimiento de La enfeamedad, al com-
probarse que estos enfermos Lienen una doble alteracibn hemostdti-
ca, el tiempo de hemornagia alarngade descnito por von Willebrand
y una disminucidn de La globulina antihemodilica {AHF). Los thra-
bajos de NILSSON y cotaboradores (2} y JURGENS y colaboradores (3)
de Los afios 1956-1957 confirman en Los mismos pacientes de Las
L82as Aaland La deficiencia del facton VIII, por Lo que puede esta
blecense por aquel entonces que el tiempo de nemorragia alargado
Yy el bafjo nivel de factor VIII, junto a La herencia autosémica y
sindrome hemorndgdico, definen a La EVW,

2.- Peniodo de consolidacibn (1957-1970)

A pantin de Las descripeiones anterdionres, el diagnfsiico
de EVW basado en tafes pandmetros se ext.iende por otrnos palses,
viéndose que era tan §recuente como La hemodilia A.

Dos nuevos hitos claves vienen a ailadinse en el conocd-
miento de 2a afeccibn:

a) La conneccdbn del Xiempo de hemorragia alangado tras
La transgusibn de plasma o fracciones I1-0 del mismo, con una nes-
puesta distinta en el nivel de AHF nespecto a La hemofilia. En La
EVW el nivel sanguineo del facton VIII tras La transfusién, cleva
mds Lentamente que en Los hemofificos y se mantiene elevado més
tiempo. Cuniosamente, ef plasma hemofilico tambiin corregla el
tiempo de hemornagia (4,5).




- 19 -

b} Descubierta La adhesividad de Las plaguetas al ~--
vidrnio pon HELLEM (6), se fLogra estudian esta propiedad 'in vivo'
posr BORCHGREVINK (7) en 1961, e 'un vitno' por La técnica de ---
Salzman, comprobdndose una neducida adhesividad con ambos métodos,
hecho que fué connoborado ampliamente (£,9).

3. Pentodo de Los nuevos métodos inmunobiofégicos
(1970-1978)

La introduccdibn de nuevas técndicasd inmunoldgicas al -~
estudio de La coagulacidn, durante La década actual, ha producd-
do una nevolucdbén en La biologfa del facton VIIT, ampliando el -
concepto de La enfermedad, complicando Las posibles formas déx-—
herencia y definiéndofa como un proceso heterogéneo formado por
milltiples variantes.

Los hallazgos claves mds destacados son:

a) EZ Loggro pon ZIMERMANN y colabonradores de Lnmund--
zar conefos con pretefna punificada del facton VII1, obtendiendo
un heteroantisueno, capaz de neutralizan fa actividad coagulanite
del facton VIII y de ser a £a vez neutralizada -La potencia def -
antlisueno por plasma nonmal, plasma hemofillico y no por plasma -
Witlebrand {10}). Esto vino a proban que Los hemofflicos sinte--
tizaban La protefna del facton VIII, perno que era aberrante des-
de el punio de vista funcional en £a coagufacidn, y que Los pa--
cientes Von WiLLebrand apenas sintetizan esta proztedlna o su sfn-
tesis es casd nula.

b) HOWARD y FIRKIN (11) demuestran que La nistocetdina
~antibiftico que previamente se obsenvd producfa Lrombocitope---
nia- agregaba Las plaquetas de sujetos noamafes, peno no Las de
Los enfermos Von Willebrand, sugdinlendo que el pta4ha de estos -
pacieintes carece de un faclor ~cofactor de La andlstocetina (CoR)-
necesanio para que La agregacddn se efectde. Mds Larde se desa-
nholla  AnclLuso un método cuantitativo basado en este princi----
plo{1973) {(12).
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¢l Lla aplicacidn de fEcnicas de inmunoglfuonrescencia pon
HOYER y colaboradones {13} gy BLOOM y colaboradones (14) para cong
cen el fLugar de sintesdis de La p&éteina del facton VIII, Az.pAOBG
que tenfa Lugan en Las cllulas endoteliales de fodoes Los vasos
Hallazgos simifanres han s.ido ZognadOA en megacanriocd
{15,16). Todo ello ha sido cornoborado por IJAFFE
quienes detectaron profeina def factor VIII

sanguineos.
tos y plaquetas

y cofaboradonres (17},
en medio de cultivo de céfulas endotefiales de vena del condén um

bilical, asi como actividad biofégica def CoR. Incluso hay eviden
cia de que Las célufas endoteliales pueden también sintetizan el

componente procoagulanite, af cbsenvanse glucresceneda posiiiva con
antisuero de conejo contra £a poncibfn de bajo peso moleculfar del

compleso def facton VIII, antisduenro obtenido por inmunizacion trhas
‘disociacidn def complefo en 0.25 M de CaClz Yy poslenion cromaloghra
§La (1&). Este antisueno Ainaciiva La fraccifan coagulante, perro no

precipita cf aniigeno, ni inhibe el CoR.

d} Se ha comprobado también que ex.sien divensdas movili
dades elecitroforlticas con La téenica de inmunoelecrofonresis cru
zada de Freedman y CLarke o Lnmunoefecinrofores.is bidimensional
{BIE) en pacientes con LVW Lo que habfa en pro de distintas esiruc

turas moleculanes del antigeno del factorn VIIT {(19}).

EL necicnte haflazgo de que £a concavafina A reaccdio

el
ha motivado se .

na coit Las protefnas que conitienen carbohidratos,
establezcan meforn Los pernfiles de Las varniantes de fLa enfermedad,
afadiendo una nueva propicdad diagndstica en el conocimiento de La

Evw (2¢0}.

§) Han surgido muy diversas formas de cromatografia del
apoyadas en propiedades diferentes de Eos eluyenites, Lo
a fa par que separa
Esta via abicnrnta

facdonx,
que peamite conseguirlo con clerta pureza,
fracciones distintas de su moldcufla {271,22,23).
akl 6htuao tiene posibitidades insospechadas.




- 12 -

EL diagnGasiico biofégico de La enfermedad de Von ----
Wwitfebrand procede abordarlo partiendo ded conocdimiento de Las
entidades de La molLécula de factor VIII. En La molécula de fac-
Zon VIII se distinguen tres entidades: La capacdidad antlgeno ~-
[VITIR:AG) y Las actividades procoagulfante (VIIT:C) y Willebrand
(VITIR:WF).

La capacidad antfgeno se pone de mandfiesto pon La ---
reacedibn de precipitacién con antisueno heten6fogo de conejo in-
mundizado con factor VIIT humano. Lla actividad procoagulante es
La primena conocdida del facton VITI, 2a cual es necesaria para -
La formacibn .intrninseca de La trombina. La actividad WilLebrand,
se nequdiene para La normal adhesién de Las plaquetas al subendote
L40, fundamentalmente a £Las micno fibrillas y a La membrana basal,
L0 que conitrnibuye a que el Liempo de sangnfa no sea anormalmente
prolongado. Asimismo es necesaria para que Las plaquetas agre--
guen neoimalmente con adstocetdna y sean reienidas pon el cristat;
aunque probablemenie La agregacilén .inducida con nistocetina y La
adhesidn de Las plaguetas al subendotelio no se correlacionanm ---
exactamente.

La capacidad antigeno y Las funciones coagulante y ~---
WiLlebrand estdn estrechamente relacionadas, sin embango La acti-
vidad coagulante se deslfiga mds fdcilfmente de Las otnras dos; aun
que no se conoce exactamente 44 tiene soponte protefnico, 54 estd
unida mediante enfaces no covalentes a La protelfna que soporta Las
actividades antlgeno y Willebrand o &4 constituye con éEstas una -
d6La moLécula o complejo moleculanr,

Teniendo en cuenta Las entidades del factor VII1 y Lo
conoedimientos de fLa enfermedad de « Von Willebrand, deben catalo--
garse como Zal Los Lranstornos hemorrdgicos en que exdste defi---
clencda de Las actividades antigeno y Wiltebrand, con Lo que fre-
cuentemente Zambién se manifiesta una deficiencia de La actividad
coagulante. Este criternio peamite diagnosticar formas moderadas
que hasta ahora no enan catalogadas, y coincide con el progresi--~
vo conocdimiento que a trnavés de La histonia se ha tendido de La --
enfermedad:
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1. La proloungacifn del tiempo de sangria, que gué el phri-

men signe que se desendibid de La enfeamedad de Witlebnrand 24}
{1926}, se cxplica porn La deficiencia de La actividad Willebrand

def factorn VIII, que impide que Las plagquetas se adh&eaan de sub -~
endozelio.

2. La degicdencia de £a actividad coagulante def facton

VITT, que se descaibid en el ado de 1953

{(24,25,26), se explica
pohrgue AL son anormales o disminudidas Las actividades antigeno y
Witfebrand, fa actividad coagulante,

intimamente nelacionada con
ellas,

no se pone de manifiesdo.

3. En el afic de 1957 se obscavé que £a transfusidn del
plasma neamaf o fraccddn de factor VIII cornnegia Ba tasa de actdi-
vidad coagulante y el tiempo de sangrian de Ros enfenmos (27}, ello
¢ expliced pandue se thansfundig no s6Lo La actividad coagulanie,
s4Ang Lambién La actividad Witllebrand responsable de La noamalidad
del tiempo de sangria.

4. En 1959 se demcsind que La transfusion de plasma o
fraceidn de facton VII1l de enfermos hemofilicos también conrnegia

La actividad coagulfante ¢ el tiempo de sangarta (24}, Lo que se
explica teniende en cuenia que en La hemofifia ef VYITIR:WF es nonr

mal, y af transfundirfo a pacientes agectados de enfermedad de
von Willebrand pondadla de mandifiesto La propia actividad coagulan
Ze de €atos o se modificarnia Ra molfcuia,

de taf modo que adqui-
nindfa esta actividad,

5. En 1963 se descrnibif fa falta de retencibn de Las
plaquetas porn el caistal, que aparece simufidneamente con £a
prolongacifn def tiempo de sangrla (28).

6., En el aite de 1971 se descubrid un de€ficit de agrega
cddit plaguetaria inducido con el antibibtico ristocetina (29},
2o gque se explica poaque La protelna del factor VIIT con activi-

dad Witlebrand se nequiere para que £asd plaquetas agreguen pon
este inductor.
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7.- Finalmente en 1974 s¢ observs, poh medio de La téenica
de Boumgartnen, que Las plaquetas de La enfermedad de von WillLebrand
no se adhenian al subendotelio al c.incular sangre en contacto con
La antenria de conefo desendotelizada, y que esta propiedad se necu
peraba al adadin a La sanghe plasma noimal o de hemofilia A (30),

Lo que explica La prolongacibn del tiempo de sangria, que es el
primen signo descrito de La enfenmedad.

METODOS DE DPIAGNOSTICO

Ademds de Las determinacdiones del tdiempo de sangria y £La
prueba de nretencién de Las plaquetas pon el chistal, La enfeame-
dad de von Willebrand se debe diagnosiicar mediante La dosdifica-
cién de La actividad Willebrand [ VITIR:WF) pon La paueba de agnre-
gacibn plaquetaria inducida con ndistocetina y valorando La actdi-
vidad antigeno def facton VI11 {(VITIR:AG) por el método Lnmunogeleg
trofonético de Laurnell. {Figunra I}

TIEMPO DE SANGRIA

La prolongacidn del tiempo de sangrila fu€ éL signo que
primeno se descubrid en La enfermedad de von Willebrand, y uno de
Los que mls se ha tendido en cuenta para el diagnfstico. Sdn em-
bargo, et tiempo de sangnia es dificil de estandarizan y varia
frecuentemente en un mismo enfermo. EL mEtodo mfAs aconsejable
es el de IVY (31), modifLcade pon BORCHGREVINK (32), cuyocs valo-~
hes noamales oscilan enine thes y diez minutos.

La relacidn entre el tiempo de sangaia y La adhesdidén de
Las plaquetas al subendotefio se pone de mandifg.iesto pon el método
de BAUMGARTNER (33), hacdiendo pasan La sangre mediante una bomba
de perfusidn a través de aonta de conefo desendotelizada, y se mi-
de La adhesién de Las plaquetas al subendoteldlo mediante microsd-
copila ptica o efectalnica. [(Figura 11 y IX]

En La enfeimedad de von WilLlebrand La adhesidn estd
disminuida, aunque Las plaquetas que se adhienen se agregan non-
malmente (30), EEL origen plasmdtico def defecto se demuesira
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porgue se corhige al aiadir a La dangre problema plasdma normal.

AL contranio de Lo que ocurre en La enfermedad de Beanard
y Soulier, en que el defecto de adhesidén es de origen plaquetarnio
(34]).

RETENCION DE LAS PLAQUETAS POR EL CRISTAL

E$ un proceso equiparable al tiempo de sangrfa. Se basa
en ef recuento de Las plaguetasd de La sangre antes y despuds del
pasc a través de una columna de pldstico con perfas de cristal.

EL paécedimianta ed dificil de estandarizarn, ya que depen
de de La velocddad de paso de La sangre, del tamaino de Las penlas
de cadistal, del tipo de pldstico de La cofumna y del Lipoc de an-
ticoagulante empleado. (Figura T11)

La técnica mds utilizada es La de HELLEM (35), modoficada
por SALZMAN (28), con pequerias ugaianteé introducidas por BOWIE
(36), 2o que peamite emplear sangre heparindzada. Ve este modo
se obderva disminucibn de La retencddn de plaquetas pon el crisd-
tal en £a mayoria de casos de enfermedad de von Willebrand.

AGREGACION PLAQUETARIA INDUCIDA CON RISTOCETINA

Las plaguetas alsladas normales no agregan o agregan
defdicientemente en presencia del plasma de enfermedad de Willebrand.
En un prdincipio HOWARD Y FIRKIN en (37) 1971 observaron que el
antibidtico ndistocetina inducia fa agregacidn de plasma rico en
pfaquetas (PRP) normaf, pero el PRP de enfermos diagngsticados
de von Wiglebrand ne agregaba o Lo hacia dedicientemente.

Postenioamente se demosdtrns que el defecto se debfa a un
déficit pLasmdtico que se corregla 'in vivo' e 'An vitno' con
plasma desplagquetizado (PPP) o fraccibn de factor VIII normales
o de hemofifLicos (38,39,40,471,42). {(Figunra 1IV)

En La enfermcdad de von Willebrand clésica La correccdidn
'in vive' de f£a agregacidn plaguetaria Lnducdida con nistocellna
no se corresponde exactamente con La normalizacién def Liempo de
sdangria. En algunos pacientes con forma moderada de EVW La
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agregacién con nistocetina se obsenrva nonrmal en PRP, perno no ---

constituyen una forma separada de Za cecnfermedad

(24,38,39,43,44).
Por Zanito,

el defecto de La agregacidn plaquetaria inducida con
nistocetina en PRY es GtLL como procedimiento de "screending',
pero el hallazgo de valornes nonmales no elimina el diagnéstico de
enfenmedad de von Willebrand (45).

DOSIFICACION DEL FACTOR WILLEBRAND

EL facton del plasma necesarnio para La agregacibfn plaque-
tandia inducdida con rdstocetina puede sen cuantifdlcado. EL proce-~
dimiento sistemdticamente empleado se basa en que Las plaquetas
normales Lavadas, que no agregan con aistoceiina, Lo hacen 84 se
afiade plasma normaf (guente de VITIR:WF) (46,47). La dosificacidn
de £a aetividad WilLlebrand se realiza deferminando La' agregacidn
de plaquetas Lavadas noamales con plasma del enfermo, sirviendo
La cunrva de referencda La obtenida con Las mismas plaguetas y
distintas difuciones de un pool de plasmas noamales.

Los valonres
noamales oscilan entre 80 y 140%.

Las plLaquetas Liberadas de
cofacton de nistocetina se obtienen por Lavados sucesivos en

s0fucLdin de albdmina (47,48), o0 porn adisfamiento de Las plaquetas
porn filtracibén a través de sefarosa 2B (49) y un postenion Lavado.

DOSTFICACION DE LA ACTIVIDAD COAGULANTE DEL FACTOR VIII

Se deteamina por La Léenica de thomboplastina en un
tiempo utilizando plasma de hemofilia como sustrato.

La actividad coagulante del gactor VIII estd disminuida
en La enfeamedad de von WillLebrand, variando Los niveles de 1 a
50% (nonrmal, de 60 a 160%). {(Figurnas VI, VIT y VIII)

DETERMINACTION SEMICUANTITATIVA DE LA ACTIVIDAD ANTIGENO
DEL FACTOR VII1 (VITIR:AG) [Figura V)

Se basa en La inmunopraecipitacddin obtendida con antisuenro
heten6Logo de conejo frente a factor VIII humano mediante La téc-
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nica de Lnmungelectrofonfsdis de LAURELL (50), La dosificaciln se
nealdlza comparando La precipitacibn del plasma probfema con La ob-

tendda con distintas dilucdones de un pool de plasmas normales.

Los vafones nonmales oscdilapn entre 60 y 160%. Por este
procedimiento, una disminucibn marcada de La preedpdiltacdlln penmdite
aﬂinman que existe un dfficdit cuantitativo de VITIR:AG.

Sin embango, 8L Ra molfbcula tilene un cambio de La canga
que hace que se movidfice mds ndpidamente en el campo eféctrico,

podrfa valoranrse mads cantidad de VITIR:AG del que existe en heald-
dad {51,52,53).

FACTOR VIITI CELULAR EN LA ENFERMEDAD DE VON WILLEBRAND

Las nelaciones entre Los déflcits plasmlticos del factor

La degiciencda de Las plaquetas para adhernirn al subendotel.io
y La prolongacilin del tdiempo de sangrla no se conocen exactamente.

En La enfeimedad de von Willebrand, La conheccdibn 'in
vdtrno' e 'Ain vivoe' {por transfusifn} de La agregacddn plLaquetanria
induedda con nistocetina y La cornreccibn 'in vitrno' de La adhesibn
de Las plaquetas af subendoteldio con plasma y fraccdbdn de factonr
VIII noimal y de hemofilia (47,54}, ha apoyado La idea de que e
tiempo de sangrla prolongado se corndige también con tralamientod
substitutivo, y pon Lo tanto La normalizacibn de La agregacibn con
nistocetina ¢4 ef todo en La hemostasia. Sin embango, estas supo-
sdclones carecen de consdstencda, debido a que:

1.~ E& tdiempo de 4angnla en ocasdiones peamanece permanen.
temente prolongado despufs de transfusidn de facton VIII, que co~
wnige La agregacddn plagquetarda con nistocetdina {54,551} .

2.- En caso de que se¢ Logre nonmalizacién del tiempo de
sangnia, €sta es mucho menos duradera que La corneccidn de La
agregacdin inducdda con ndstocetina {(56,57).

vIii,

Es decdin, se intuye que en La enfermedad de von Wilfe-
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brand ocunne algo mis que La simple alieracifin plasmdtica que phro-
duce un defecto de agregacibn plaquetarnia con nistocetina (24,58).

En favor de elflo estd el hecho de que en Las formas se-
veras el factor VIII en RLas plaquetas y en Las células endotelia-
Les estd ausente (24,47, 59). En aparenie contradiceidn con ello,
en aflgunos énéenma¢ afectos de forma moderada de W.illebrand el
tiempo de sangria muy profongado estaba ascelado con La presencia
de VITIR:AG en Las célfulas endoteliales y en Las plaquetas (24,60).
Sin embanrgo puede ccunrin que el factorn VIIT celulan tenga un de-
fecto cualitativo que Lmpilda el nonmal funcionamiento de Las pla-
quetas sobre el subendotelio. De este modo se explicaria que
defectos de La molécula de facton VIIT con cofactorn de La nistoce
tina (VITIR:WF) nonmal dieran Lugar a un defecto de adhesidn de
Las plaquetas al subendoteldio, y por tante, se podnla considenar
enfenmedad de von Willebrand cualoudien transtoane de La molécula
de factor VIII, como ocurne en uquellos casdcs que presenian como
Gnica alternacidn una Lnmunoelectnofonésis chuzada ancamal.

Pon otna parnte, transfundiendo facton VIII a enfermos
afectos de enfermedad de von Willebrand severa no se halla aumen
to de VITIR:AG en RLas células endoiteliales ni VITIR:AG y VITIR:WF
en Las plaquetas (24,59}, por Lo que se deduce que no exfsdfe paso
del facton VIII desde el plasma a Las células. Sin embanrgo,
dadas Las apanrentes semejantes caracternisticas def gacton VIII
plasmitico y celulan (61),'4e podiia suponer que f£as foramas seve
nas de endenmedad de von WillLebrand se debenilan a un déficit de
sintesis de fpactor VITI, y Las §fonrmas modenadas a un déficit de
paso del gacton VIII de Las cllulas al plasma.
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MATERTAL ¥ METODOS

Matendial Humano

Gaupo 1 o Contnrokl
30 sujetos sanocs.

Grupo 11

30 pacientes con diagnéstico de enfermedad hemornfigica relacio-
nada af §acton VII1 de La coagufacibn.

Métodos

A ambos grupos se Les necafdlzan Las sigudlentes prucbas:

'

Tiempo de sangnado

Cuenta de plaquetas

Tiempo de protrombina

Tiempo de Zromboplasiina parcdial
Adhesividad plaguetania

Actividad antigénica del facton VIIT (VIIT:Ag])
Actividad procoagulante del facton VIIT (VIII:C)

Actividad del factonr von WiLEebrand (VIII:Cofactorn:Ristoce
tinal

oo =1 O Ur oW N =
. .
[ '

Los procedimientos pana cada una de estas thcndcas
se menciona a coniinuacidn.



Centalfuga a temperatuna ambiente, ceninifuga refrige-

equipadas con un contador de nevelucdones, Leamémelno panra
graduacdidn de Lempenatura y un crandmethro,
Brainfeman Instruments Tne.,

rada,

(Modeto Eprendonf 3200
Westburg, N.Y.}.

Bado de cgua a 37°C con gradilla parna tubes de ensayo,

cquipadeo con centrol automdtice de Lemperatuna. {Modelo MAPSA
BMT-41}.

Agitadorn mecdnico,

equipado con contados de xevolucio-
nes y crondmetrno.

{(Modelo Teitator-V RII39-1}).

Micnoscopio de contraste de Sase. {Modelo OLympus BHAY.

ITncubadera de aire a 37°C con gradiflfa pana fubos de

equipada con graduador pgra Lemperatuna g fuente de Llu-
minacLln. {ModelZo Clay-Adams Co. Ine.).

ensaye,

Fiba6metno con teamoblock de cafentamiento a 37°C,
equipado con probe de 0.3 mE y pipetas autométicas;

fibrocopas
y §ibrutips. {Modelo 3BL

Fibrosdistam].

Equipo parna clectho foresds,
difusidn, juente de poden,
cenductones, aplicadoncs,

"Gelman Instrument Co.).

equipado con cdmara de
micnhodispensadon, cables
base de alineamiento. (Modelo Gefman,

Lncubadon,

Agregémetro Baysdton, equipado con negdisitnadon gnégico,

cubetas desechables con agitadorcs especiales,

papel de negdlstrno
y plumeros para su grabacddn.

(Bayston Manufacturing Limited) .,
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MATERIAL VY EQUIPO

Ltancetas esténiles

Torundas con alchohol

Papel gilirno

Gasa, gradilla y agitadoa
Jerdinga csténit de 5 y 10 me
Papel milimé&tn.ico, Log-Log,
Es figmomaptmelno

Cronémetro

Caja de Petndi

semi-Log

Tubo de ensayo de 13 x 100 mm {(vdidadio)
Tubo de ensayo de 12 x 75 mm [pldstico)
Tubo de ensayo de 10 x 75 mm (vdidnio)
PLaca-test (ponitaobfetos)

Cdamara de Ncubauen

Pipeta de Thoma para gLébulos nojfos
Embudo de v.idrie

Vasos de 50, 1060, 250 ml

Matrndz volum€indico de 100 me

Matndz voluméinico de 250 m&

Pipeta automdtica de 0.1 mk

Pipeta automdtica de 50, 100, 250, 500 ul
_Pipetas de 0.1, 0.2, 0.5, 1, 2, 5 4y 10 me
Contadon (penfornadon de gel)

Armazones y cdmara de difusién

Charolas pana tinceidn



REACTIVOS

Aguz destdllada estinil

Sctucién de aleoholf af 70%

Sotucdibn de EDTA al 5% [(sal disbdica)

SoLucibn de oxalato de amonio al 1%

SoLucddn de clorunro de sodio al 0.85%

Solucdidn de cloruro de caledlo 0.025 M

Reaciivo de trombopfastina humana conteniendo caledo
Solucidn amortiguadora de banbital o.2M, pH §.6
Colonante de Coomasie~-Azul Brillanie

Soluecdidn decolorante

Aganocsa

Antisueno anti-factor VIII

Reactivo de tromboplastina parcial

PLasma susitnato deficiente en facton VIIT

Sclucidin amonitiguadora de dietilbarbitunato-acetato
0.05M, pH 7.5

Ristocetdina

Reactivo de von Willebrand

- 2% -



METODO PE TIEMPO DE SANGRADO DE IVVY

EL tiempo de sangrade es& una prueba para estudian desdr-
denes en La funcién plaquetaria y para €a enfermedad de von - - -
wittebrand y es independiente del mecanismo de La coagulacidn
aunque con dafio nuevo de este el tdlempo de Aaugnado.puedc estan

prolongado.

PRINCIPIO.- Una puncidn estandar es hecha en 2a piel y
el tiempo hasta que cesa el sangrade es medido. )

EQUIPO.- Esfigmomanbmetiro

Crondmetno

Papel {L&tro
Torundas con atecohol
Lancetas estérdles

PROCEVIMIENTO

1.-

5.-

Colocar en el brazo def paciente el esfigmomanbmetiro
a una presifn de 40 mm de Hg, manenen esta presidn
dunrante toda La prueba.

En el antebrazo del paclente buscarn un drea Libre de
cleatrices, vello y venas superficiales.

‘Limpian con fa Zonunda y con una Lancefa efectuan una

puncidn, en ef momenio en que aparece £a primera gota
de dangre marcan el tiempo en el cronbmetro, con
Linteavalo de 30 segundos y con el papel filtro secan
La gota pnocu&andb no tocar La pdiel.

En el momento en que el papel ya no se mancha, o se
mancha con suero, pararn el chrondmetno.

Removen el dispos.itivo de presdidn.

VALORES DE REFERENCIA.- 2 a 5 minutos.



NOTAS: La ingestidn de compuesios que contientn aspini-
na pueden agectarn £a funcddn plaquetardia; es imperafivo conocern
Los gdamaces que ef pacdiente esté tomando, con Las dosdis y Las
fechas de toma de Bos f&amacos.

En casos de trombocitopenda el tiempo de sangrado puede
estan prolongado.
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METODO DE CUENTA DE PLAQUETAS
TECNICA DE BRECHER

Se destruyen Los endtrocitos con una solucddn

de oxalato de amonio al 1% y se¢ hace cuenza directa de plaquetas

con el microscopilo de econtraste de fasec en una cdmara de Neubauern
de fondo plano.

MATERIAL

Jenrdinga esténil de 10 mi

Sangnre venosa con anticoagulante
Tubo de ensayo de 13 x 100 mm
Pipeta de Thoma para glbébulos nojos
Cdmanra de Neubauen

Caja de Petnrd

Gasa, gradilla y agitadon

Torundas con algodén

REACTIVOS

AlLcohol af 70%

EDTA al 5% {sal disbdica)
Oxalato de amonioc al 1%

PROCEDIMIENTO

1.~
2.-

3, -
4. -

5.-

Extraen 5 mf de sanghe venosa

Pasarn a un Tubo de ensayo de 13 x 100 mm que conten
ga 0.07 m& de EDTA af 5%.
Mezctan homogeneamente bien La sangre.

LLenan con sangnre £La pipeta de Thoma para g&ibulos
nojos hasta La manca de 1.

Limp.ian La sangne adhendida en el extenion de La pi-
peta con gasa.



11.-

12.-

13.-

Completan hasta £a marnca de 101 con ziquidq dituyen
te de plaquetas {Oxalato de amonio al 1%).
Homogenedlzar durante tres minutos en el agitador

de pipetas. . 7
Colocarn el cubrehematimetno sobre La cdmara de
Neubauern.

Descantan Las primernas 4 6 5 gotas de La pdipeta,
LLenan La cdmara de Neubauer por uno de Los borndes.
Se deja que el Liquido penetre Lentamente en La
supernficie de La cdmara.

Dejar reposar durante 15 minutos en una cafa de
petri La cual contenga en La base un papel §Liltro
humedecido.

Obsenvar al micnoscopio con objetivo de 10X coun
contrasie de fase.

Las plaquetas se cuentan en Los cuadnanteé paaa
necuento de Los Leucocitos.

VALORES DE REFERENCIA.- de 150,000:@‘450,’0‘06 pon mm>
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METODO DE ADHESIVIDAD PLAQUETARIA

PRINCIPIO.- Lla adhesividad plaquetania e¢s ta propiedad
que tienen tas plaquetas de adherinsc a superficies extraias.
Cuando se Lesiona un vase, ef subendotelis constifuge una super-
§ieie extrafia para Las plaquetas ZaﬁxCQaacé'ag van adhirniendo - -
proghesivamente a &L. O )

MATERTIAL vV EQUIPO

Cronbmetnro

Pipetas de Thoma parna gldibulos ncjos
Lancetas

Oxalato de amondio al 1%

Torundas con afcohot

Ag4itadorn mecdnico

Cdmanas de Neubauexr

Caja de Petnrd

Paped FiLitnro

MicnoscopLo con conthraste de Fase

PROCEDIMIENTO

.- Asean con una torunda con alcohol el pulpejo def dedo
o el tibulo de La orneja.

2.- Hacen con una Lanceta una puncibfn hasta el tope de su
punta.

3.- En el momento que aparece £a gola de sangre ponen en
marcha el cronémetnao.

4.~ No hacen presdibn, La sanghe debe escurairn espontdnea-
mente. Con intervalos de 30 segundos toman sangre con
una p4Lpeta para contec de glftulos scfos. LLevarn con
sangrne hasta La marca de 1 y Puego con oxafato de amo-
nio af 1% hasta £a marca 101,

5.- Repetin esto hasta que La sangre deje de fLuln.



6.- Se cuentan Las plLaquetas porn el méiodo descrnito
antenionmente.

RESULTADPOS v CALCULOS

Se cuenduan Las plagquetasd de cada toma y se¢ divide entre
el ndmero de cucentas. EL resultado se nesta del ndmeno de plaque
Zas de sangre venosa y se averdigua el porcentaje de adhesividad.

Pon ejemplo: Suponiendo que se hayan hecho 5 tomas, el
cdleula debe de sen de La sigudicnte manera:

1.- 230,000
2.- 200,000
5.- 175,000
4.~ 177,000
5.- 130,000 ¢

Sumando ef total tendiemos: 915,000 que dividido entre
el wndmeno de cuantas da: 183,000. Supondiendo que La cuenta en
sangae venosa haya sido de 235,000 £a cual tomamos como 1003,
entoncesd, se Le nesta el valor de 183,000 por Ro que quedan
52,000 y se efectia una negla de taes:

235,000 - 163,000 = 52,000
cantdidad de plaquetas adheridas

235,000 ----- 100%
52,000 ----- X
x = 22,.que‘e§ el porcentajfe de
adhes{vidad

VALORES DE -REFERENCIA. - de 20 a 40%
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METODO DE TIEMPO DE PROTROMBINA

TECNICA DE QUICK

PRINCIPIO.~ E&£ ALiempo de protrombina es una prueba
de investigacibn para Las vias extainsccas y comdn del sistema
de £a coagulacdibn. La coagulacidn es indciada porn Ra adicién
de una cantidad en exceso de un factor tisulan (tromboplastina
cerebro) al plasma probfema ciitratado en presencdia de Lones
calefo. EL ztiempo de protrombina es sensible en detectan adn
minimas reducediones en Las actividades de Los factones VII, X,
V y protrombina, pero deteetard s6Lo reducciones mayonres en La
concentracidn de fibrindgenc {usualmente menos de §0 mg/de).

MUESTRA.- Sangnre total cditrnatada (1 parie de citrato
de sodic al 3.8% a 9 pantes de sangne). Centradfjugan a 3000 rnpm
por 15 minutos a temperatura de centnifuga nefrigerada o a fem-
peaatura ambiente. Transfendin ef plasma pobre en plaguetas a
un tubo de ptdstico rotulado y colocan en baiio de hielo.

NOTA: LZevar a cabo £a pruceba dentrno de Las 3 honas

despulés de La preparacibn del pLasma,

REACTIVOS

1.~ Trhomboplastina humana conteniendo caledio. Disol-
ven el neactivo en fa cantidad de agua destitada
indicada en Ra etiqueta; transgendin a un tube de

plastico, incuban af menos 15 minutos a 37°C antes
de 4u wuso,

2.~ Solucidn de cloruro de caleio 0,025M
3.- Mezela de plasmas normales. Preparanr Lguaf que
plasma problema y colocan en baido de hielo.

EQUIPO

1.~ Fibabmetnro con probe de 0.3 m€ y pipeda automdiica,
§ibrocopas y gibroindicadones. '
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2.~ Tubos de pldstdico 12 x 75 mm chronfmetno.

PROCEDIMIENTO

1.~ Pdipelean dentro de una §ibrocopa precalentada a
37°C 0.1 ml de plasma citratado.

2.- Incubar por un minuto a 37°C.

3.- Adicdonan al sistema 0.2 mf de el reactivo de
troemboplastina preealentade a 37°C.

4.- Con La addicidn de La Ztromboplastina aceionar el

crondmetno o ck relof del fibadmetro y deteaminan
el tiempo de coagulac.ién de £a muesdtra.

5.- Realdizan La misma sendie de pasos pana La mezela de
plasmas noamales.

INTERPRETACION

EL tiempo de pretrombina es neportado en segundos y como
uit pehcentaje de tiempo de proirombina. Los valores de nefernencia
vscdllan entre 11.00 y 13.5 segundos v un poacentaje de actividad
mayon al 60%.
’ Estos vatlones variar de acuendo con el Lote de neactivos
v con La muestra de piasmas noamales y sendn establecidos pon el
Labonatonio que realiza €as pruebas.
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METODO UE TIEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL

PRINCIPIO.- EL tdiempo de ZLromboplastina pancdal eb
una prueba de La coagulacdsn simple, ndpida y reproducible s4
milarn af Ziempo de necaledflcacidn excepto porn 2 vardlables Im-
portantes, La disponibifidad de activan La supengicie de contac
to y fodfolipido plaguetanto 3, son contholados pon La adicidn
de un potente activiador del facton XI1T

{como el caolin, sdllica,
Godido eldgico) ¢ gosfolipido

{thomboplastina panciall.

S{ bien ef fiempo de Lhomboplastina panrcial es tebrni
camenie ajectado por alienaciones en La actividad de alguno de

Los factones de La coagulacidn lexcepto Los factones VIT y XITT1},

es Lo sugdlcdientemente sensible s6Lo pana detectar anonmalidades
de La concenztracdén o actividad de Los factones panticipantes
en La via Aintninseca de £a coagufacidn

{ factones X1I, XI, VIII,
ete.},

debddo af hecho de que Las velfocddades de activacibn de
estos foactores son mucho mds Lentas que Las de aquellos factones
Amplicados en La via comdn (factores X, V

, protrombina y §Lbnd-
ndgenol}.

MUESTRA.- La misma que pana el tilempo de protmnombina.

REACTIVOS
1.- Reaciivo de tnomboplastina pancial [(Neothnomtin,

Behningwenke AG, Manbunrg, W. Germany). Disolven

el contenido del frasco vial en el volumen de

agua destilada senafado en fLa etiqueia, mezelan

y homuganeizai; consenvan a Lemperatura ambienze.

Solucién de cloruro de caledlo Q.025M

.~ Mezela de plasmas normales, iguaf que para el - -
tiempo de protrombina,



EQUIPO

EL mismo equipo que para £a pruecba de tiempoe de protrom-
b.ina. Para La deteaminacddn del fiempe de tromboplastina parcial,
el plasma citratado es mezelfado con el neactivo, y despubs de un
perniodo de Lncubacidn de dos minutos a 37°C La coagulacibn se
Lindeda por La adicidn de La solucibn con Lones caleio.

PROCEDIMIENTO

1.- En una {fibrocopa o un tubo precafentado a 37°C colo-
can 0.1 ml def plasma del paciente y 0.1 m€ del reac
zivo de tromboplastina parcial precalentado a 37°C.

2.~ 1Incuban La mezcfa a 37°C por dos minutos; con ello
se activa el sistema de coagulacifn enddfgena comple-

Lamente. ¢

3.~ Addicdlonarn al sistema 0.1 m€ de £a svlucidn de cloru-
no de caledlo precalentado a 37°C.

4.~ Con La adicidn del clorunrno de calelio acclionarn el

cronbmetro 0 el rhelof deld fibrdmetro y determinan
el t.lempo de coagulacida de 2a nmucstaa.

5.- Realdizan £a misma serdie de pasos para La mezela de
plasmas normales.

INTERPRETACION

Los valores de neferencia oscifan entrne 30 a 45 segundos.
Los vadores de referencia varian de acuendo con el Loie de reactd
-vos y con £a muestra de plasmas noamales y sendn establecidos pon
el faboratoaio que realfiza Las pruebas.
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METODO PARA LA DETERMINACION DE LA FRACCION
ANTIGENICA DEL FACTOR VITI

TECNICA DE LAURELL

PRINCIPIO.- Un método ingenioso de Los métodos ~ -
electrofontlicos en combinacidn con La Anmunoprecdpitacién fu€
armado poa Launell para La cuantificacién de antlgenocvs. EL -
antigeno migra gracias a £a conndlente etlctrica (efecitroforesis)
dentro de un agar que confiene un antisuero especlflco. Como
el antigeno migra, enitoncesd nreacciona con La cantidad constante
del anticuerpo en el gel, y donde existe La proporcdbn Gptima
entre el antigeno y el anticuenpo, f€a precdpitacddn ocurninf. EE&
nesultado fLinal es una Linea de precipitacidn en forma de cohete;
La ventaja de esta técndica es que La altura de La banda (asl como
. ef dnea bafo ellal es dirnectamente proponrcional a La concentracidn
def antigeno. Consecucntemente esdte método es adminablemente -
aproplado para La cuaniificacdidn de antlgenos presentes en bajas
concentraciones.

MUESTRA.- La misma que para ef Ziempo de prothombina.

REACTIVOS

1.- Solucdln amoritiguadora de banrbital 0.2M, pH 8.6
2,- Solucibn de cloruno de sodio al 0.9%

3.~ Aganosa

4.- Colorante de Coomasie-Azul Briflante

5.- Solucdidn decolorante

6.~ Antisuenc anti-gactor VIIT

7.- Mezcla de plLasmas nonmales

EQUIPO

1.~ Equdipo panra electrofoncsdis
2.- Contadoxn |pengforador de gel)



3.~
q.-

Aamazones y cdmara de difusidn.
Chanolas para tincidn.

PROCEDIW[ENTO

I.-

10.-

Pnepauam 20 mz d
de. banb&tal Ly
Ltevaa @ ebutﬁ&a&du pana dcéoﬂvea La agarosa, agitanr.

'agdha;aﬂatwj%ren el amontiguadon

Dejan en6n4an haita 56°C.

Adilcionar el antisuend ‘para consegulr una concentra-
ciGn de 0.45%. )

Mezclan bien. Cofocar La mezcla sobre placas, nive
Ean para obtenea una distribucién uniforme del gel
de agarcsa.

Defarn solidifLcan. Después de rneposar un momento
hacen ondificies 5obm% el gelf de aproximadamente 3 mm.
Con micrepipeta colocarn 10 ul de cada muestira y del
noamal en £o0s ornigicios del gel, procurando no focar
tas parcdes de este. ’
Colocar en La cdmatra de electroforesdis, ponen 400 ml
de Za svlucddn amoitiguadora de bandbital en Las cdma-
nas corhespondientes.

Ponern como puente paped (LLtro; coraren aproximadamer-
e poa 186 hrs. con una coriadente de 30 mA.

Despuds de La electrofornesis colocar £a placa en s0-
Lucddn salina per 30 midnutos. Secar peafectamente.
Teidin con colorante de coomasdie y postendormente de-
colorar.

Secan penfectamente y cvaluan £os picos de precipita-
c.idn,

-

INTERPRETACTIUON DE RESULTADOS.- Los picos de precipita-
cibn son medidos con una negla de precdsdiln y se comparan COhn

nespecio a Los controles noamales. Los vafonrnes normales se deter

minan con Lo anterien y se repoiatan como un porcentaje del noamal.
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METODO PARA LA DETERMINACION DE LA FRACCION.
PRUOCOAGULANTE DEL FACTOR VIII

PRINCIPIO.- lUna mezcla de pEasmas normales es difudlda
a varias concentraciones y adicionadas a un plasma sustrato que
esta degicdlente en facton VIII, y un tiempo de tromboplastina -
pancial es deteaminado. EL pLasma sustraio contlLene niveles - -
normates de Los demds gactores de La coagulacidn y por Lo tanto
el grado de coagulacidn de cada dilucidn esd proporcional a La ~
concentracién de factor VIII en La mezcla. Estas concentracdoned
son graficadas contra el TLempo de coagulacidn., Una mucétra de
plasma del pacdiente es tratada en La misma forma, entonces puede
sen comparada con £a curva nonrmal para establecen La concentra-
eldn en esa muestra.

MUESTRA, - Lla misma que para ¢f tilempo de protrombina.

REACTIVOS

1.- Pfasma sustaato deficiente en gacioa VIII. Disod’
ver el contenido def grasdco vial en e volumen de
agua destilada seiialado en fa etiqueza. e

2.~ Solucdidn de clforurno de caledo 0.0Z5M. .

3.~ Reactdivo de Tromboplasiina parcial ({gual que para
el tiempo de tromboplastina parciall,

4.- Mezcta de plasmas normales.

5.~ Solucidn amorntdiguadonra de dietilbarbiturato - ace-
tatoe 0.05M, con pH de 7.6.

gqurro

7.~ Baie de agua a 37°C con gradclla panra tubos de -
ensaye.

Z.- Tubos de vidado de 10 x 75,

3.- Pipetas automdticas de 0.1 me.,

4.~ Crondmeino.

5.~ Papel Log - Log.



PROCEDIMIENTO

T.-

Cokocar en ef bado de agua Los tubos de vidrio, Los

suficlentes para trhabajan ztodas Las difuclones de La
prueba pon duplicado.

Hacern dilucifones de cada una de Las muestras en La
sdokueciin amontiguadora, Linmediatfamente antes de usarn.
Para ello se pueden emplean tubos de plLdstico.
Mezelan en un £fubo de vidaio precalentado 0.7 ml de
La solucidin de plasma sustrato deficiente en factor
VITI, 0.1 m& del plLasma del paciente (diliido 1:10)

y 0.7 mf def reactivo de Lromboplasitina parcelal.

Mezcelar e incubai a 37°C. Durande el tiempo de Lncu-

bacidn agitar aproximadamente cada dovs minufos.
Agregan 0.1 mL de La sdlucdbn de clorurc de cafedlo
precalentado a 37°C.

Agitorn un poco mds y deteaminan el Liempo de coagula-
cifn de La manena acostumbrada,

Hacen 2a prueba parna cada dilucidn pon dupﬂicado.
sdmultaneamente.

Leer el contenido de factor VII1 en La curva de refe-
hencia.

VALORES DE REFERENCIA.- de 50 a 150%
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METODO DE AGREGACION PLAQUETARIA PARA LA DETERMINACION
DEL FACTOR VON WILLEBRAND
{FACTOR VITI-COFACTOR-RISTOCETINA]

PRINCIPIC.- En presencia del facton de von W.iblEebrand,
Ra ndstocetdna Anduce La aglutdnacdién de plaguetas en . un plasma
rnéco en elLlas. - : ‘ :

MUESTRA.- Se precdsas;

1.~ Plasma del pacdente.- Mezclan 1 parte de s0fucidn

tampén cltrato 0.11 mol/1 y 3 paktes de sangne venosa,
euitando RLa formacdidn de espuma.

PLasma nico en plaquetas {PRP}.- Centadljugan fLa san-
gre citratada pon 10 méinutos a 1500 rpm.

Thans fendn
una poredén de 1

a 2 mf del plasma rdlco en plaguetas

a un tubo de pldstico {nmediatamente después de - -
centadfugas, Rotufar cowmo PRP,

3.~ PEasma pobac en nfagquetas [(PPP).- Recentaljugan Ios

remanentes de £a sangre ciiratada ahona a 3000 apm

pon 20 minutos. Transferndin el plasma inmedlatamente
despuds de centrndfugar a un tubp de pldsiico. Rotu-
Zax como FPPT,

Hacen Za cuenta de plaquetas det PRF del paso 2.

Ajustar Za cucnta de plaguetas de ese PRP con su PPP

autdfogo, para obtener un plasma con cuenta de pla-

quetas en un range de 250,000 - 300,000 /mm3. tisar
este nuevo PRP pana La prueba de agregacifn.

Pana ajustan La concentracifn plaquetania del PRP a
300,000 /[mm>

hacern £Los cllculos segin ef efemplo
slLgudente:

DATOS

Supongamos gque tenemos un plasma con wna cuenta de

plaguetas de 406,000 /mm3 y necesitamos 1.5 mé de



plasma con una cuenia de plagquetas de 300,000 /mms.

Entonces, planteamos La sigulente relacidni

1.5 m€ ---- 300,000 = x m& ---- 400,000 x = 1.12 ml

Entonces a 1.12 mE de PRP con cuenta de plaquetas de
400,000 /mm3 agregar 0.38 mf de PPP auitéblogo. Esto daréd
1.5 m€ de PRP con una cuenta de plLaquetas de 300,000 /mmS.

No es necesanio efectuan La cuenta de plagquetas de La
muestina nueva.

NOTAS. ~ - Usar equipo de pldstico paha thansferin y

consenvar £as muesthas de sangnre, PRP y
- pPP.
Manipular Las muestrnas cuidadosamente.
La prepanacidin de Las muestras es caitica.
EL PRP debe sen napidamente obtendido y se
debe ensagyan tan pronto como sea posible,
ne despuls de 3 hornas de obtenen La mues-
tra.

Presenvan Las muestras a Lemperatuna ambien
Ze. )

Instruin al paciente de abstener La Anges-
tidn de aspirina, antilhistamindicos, medi-
cinas de patente, cuando mencs 7 dias anites
de La prucbha. ' )

REACTIVOS

1.- Rdstocetina [Bio-Pata Corponration). Adadin 1 ml de
solucidn de cloruro de sodio al 0.85% a un vial que
contiene 15 mg de nistocetina Liogifizada. Consen-
van en aflcuotas congelado hasia su wso.

Solucién de cloauno de sodic al 0.85%.

.- Agua bdidest.ilada.

Ly ™
1



EQUIPO

J.f'Agaegdmctno Chnana/log (chnono-logrcaap.; - = -
Hauentown Pa., UsSJAV). S

.¢ Piépetas de 1, 5;’10 mL., de 50, 100, 250, 500 uZ.

- de ptaét¢ca ST e
.-'C&andmataa B

PROCEDIMIENTO

1.- AJu¢tan Za xempenatuna det apaaaxo @. 37 C y La ag&ta-
Loedln.a unad , 100 2pm. :

2.- Calibran ef ag1egﬁmetno con PPP a 100%.

3.- calibran et agneglfmetro con PRP a 10%.

4.~ Colocar un volumen de 0.5 m€ de PRP en una cubeta;
afadin una banrna magnética, colocar en ef comparntd-
mento del agregémetro. ©Dejar corren por un minuto.

5.~ Afadin un volumen dentsro de un nange de 0.05 a 0.1 me
de La risXocetina y dejar agregarn pon 7 minwitos.
AL aiiadin el volumen de xistocet.ina e el rango
antendor se Lilene una concentiracddn final en el
sdstema de 0.75 af 1.5 mg del agente agregante, esto
al aiadin La rdlstoceldina al volumen de 0.5 ml det
PRP del pac.iente. )

VALORES DE REFERENCIA.- Se cuonsideran cowmo neamales Las
pruebas que dan wun poacentaje de agregacidn pon encdma del 50%.
Las muestias de Los pacdientes de enfermedad de von Willebnand
debendn cornenrsce conjsuntamente con Las de un pool de donadores
sancs como una referchncda para La prueba.
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METODO DE AGLUTINACION EN PLACA PARA LA DETERMINACION
DEL FACTOR VON: WILLEBRAND
{FACTOR VIII-COFACTOR-RISTOCETINA}

PRINCIPIO.- En presenéia del facton de von Witlebrand y
el ant.ibidtico nistoceitina, Zhbfpkdddetaé’eétabilizadab son aglu-~
tinadas. ’ S T .

MUESTRA.- La misma que para ek tiempo de protrombina.
REACTIVOS
.- Reactivo de von WilLebrand.- Disolver el contenido

de un ghasco del neactivo con 1 ml. de agua destifa-
da. Antes de su utilizacidn nesuspender agitando a
manoe o eccn un agitador meedndico.

7.- SofLucifin salina Lisoténica, 0.85%.

3.- Agua desitilada.

EQUIPO

1.~ Placa-test [protaobjetosl}.

2.- Pipetas de 1 mé; de 50, 200, 500 ul.
3.~ Tubos de ptastico. ‘ :
4.~ Chrondmeztno.

5.- Agitadosr mecdndico.

PROCEDIMIENTO

1.- Efaboran en Los tubos de ensayo una senie de dilfucdio
nes geemfiricas, empleando plasma del paciente y --
so0lucidin saldina Lsotbfnica.

2.- Colocan pon separado en La placa-tesi de la prueba

© 50 uf de cada una de Las difucilones y 50 ul def ncac
t4ivo de von WiLlebrand.

3.- Mezclan Las gotas con un paliflfLo mezcladonr.

4.~ Agdtan dunante | min. (manualmente o con £a ayuda
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de un agditador mecdnicol. )

5,- Dejan reposan 1 minuto y valoran.

6.- Observan con La ayuda de una Ldmpara 84 es neceda
nio. ER o

REALIZACION : 8
0.2 ml 05 mi. O5m.. Q5 ml.
osm. | osm. | ‘
v ,,’ \\4
PLASMA PAGIENTE ‘ SOLUCION SALINA
wo . | SOTONICA
DILCION 1:5 1o 1:20 - 1340 -
TITULO 3 10 20 40 80
50 pt A CADA UNO S0 ui 50 yi S0 pt 50 S0 50 pl
| ]
- SREIRE ?E % &
L
3 5|5 |3

REACTIVO V. WILLEBRAND MEZCLAR LAS GOTAS MEDIANTE UN PALITO AGITADOR
AGITAR DURANTE | min.

TEJAR REPOSAR imin. Y VALORAR



INTERPRETACION.- La difucdidn mds alta que ailn presenta
aglutinacidn frente al blanco, es el titulo de &a prueba. EL ti-
tuto mulidiplicado porn La sensib.itidad del reactivo proposficiona el
contendido def gacton de von Willebrand de La prueba.

84 8680 muestia aglutinacidén en La primera dilucién [T:5), debe

nepetinse La deteminacidn con plasma sin difuin. En case de te-
nea que deferminan el contenddo del factor en midrgenes mds esine-
chos, elegin Ros connrespondientes pasos de difucién mls pequeiios.

EL rango de néﬁeneucia es 50 - 150%.
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TABLA 1 Resultados para Las pruebas de Laboratondio def '
grupoe control ’
PRUEBA NORMALES * (30) INTERVALO DE VALORES
T.S. 4 minutos 2 - 5 minutos
c.p. 537,400 /mm’ 150,000-450, 000 /mm>
T.P. 86% mds del 60%
T.T.P. 30.2 segundos 30-40 secgundos
A.P. 30% 20 - 40%
VIIT:C 93.1% ‘50-150%
VIII:Ag 97.8% _50—150%
NOTAS *{30):, Media arnitmética de 30 casos normatles.
(T.S.: Tiempo de sangrado; C.P.: Cuenita de plaque
tas; T.P.: Tdiempo de protrombina; T.T.P.: Tdiempo

de thromboplasitina parcial;

quetanria;
ton VITI;

VITI).

VIIIi:C:
VIITI:Ag:

A.P.:

Adhesividad pla-
Fraceibn procoagulante del fac-
Fraccddn antigénica del factor



TABLA 11 Resultados para La prueba de RIPA poh Los méto-
dos de aglutinacidn en placa y aghregometria
para ef ghrupo control. *{30)

RIPA
(AGREGACTION PLAQUETARIA INDUCIDA CON RISTOCETINA)

AGREGOMETRIA CAGLUTINACION PLAQUETARIA | VALORES DE
REFERENCIA
§1% 5% - 50 - 150%

NOTAS  *{30) Medda ahL{iéiit@ﬂde‘?d-caéaé,nonmaﬂeé



TABLA 1711

Resultados parna Las pruebas de Labonratonio de Los
pacdientes con enfermedad hemonrrdgica relacionada

al facton VITII. Se iLncluye un diagnlstico en base
a estos datos.

ENFERMEDAD DE VON WILLEBRAND RANGO DE VA-
CAS0OS HEMOFILIA'{10) LORES DC
PRUEBA 1 2 3 4 REFERENCIA

T.S. 8 min. {15 min. {9 min, |12 min. | 5 min. 2 - 5 min.

cC.P. (305,0001{2580,000160,0001220,000)| 237,800 150,000-450,000/

T.P. 100% 64% 3% 64% 73.9% mds del 60%

T.T.P.P8.55eg436.88¢eg)53.8s8ceg]38.8seg 81.98eg. 30-40seg.

A.P. 10% 12% 6% 16% 30% 20-40%

VITI:C 50% 43.5% 4.3% 45% 4% 50-150%
VI1l:Ag} 55% 73.5% 63% 52% 153.5% 50-150%
VIIT:WF
Agrego-
metala 10% 5% 40% 20% 73% Lo 50-150%
VIT1:WF
Agluti-
nacién
pLaque-
tania. 5% 5% 30% 15% 80% 50-150%

NOTAS '{10)

Media anitmética de 10 casos de hemofilia
(T.S.: T4Lempo de sangrado; C.P.: Cuenta de plaquetas;
T.P.: T4iempo de protrombina; T.T.P.: T.iempe de trombo-
plastina paicial; A.P.: Adhesdividad pRaquetania; VIII:C:
Fracedibén procoagulante del facton VIIT; VIIT:Ag:

Fracedibn
antigtnica def factor VITT; VIII:WF:

Facton von Willebrand).
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TABLA 1V VALORACION DE LA PRUEBA DE RIPA POR LOS METODOS
‘ DE AGLUTINACION PLAQUETARIA V. AGREGOMETRIA PARA
LOS PACIENTES CON ENFERMEDAD HEMORRAGICA. RELACIO
NADA AL FACTOR VIII. :
| vaiones ve
CASO AGLUTINACTON PLAQUETARTA | AGREGOMETRIA |. REFERENCIA
EVW
1 55 10%
2 5% 5
3 304 40%
4 15% 20% -
HEMOFILIA ' (10) 208 : 73
NORMALES ~ *(30) §5% E1Y

NOTAS

EVW - Endewmedad de von Willebrand

'{10): Media anitmbtica de 10 casos de hemogilia.

*(30): Media anitmética de 30 casos nwhmales.

(T.8.: Tdiempo de sanghado; C.P.: Cuenta de plaqueias;

T.P.: Tiempo de protrombina; T.T.P.: Tdiempe de thomboplastina
parcial; A.P.: Adhesdividad plagquetaria; VIII:C: Fraccibn
procoagulante def facton VITI; VITII:Ag: Fracedifn antiglnica del
gacton VITI; VITI:WF: Factorn von Wilfebrand).
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GRAFICA 1 COMPORTAMIENTO DE LA PRUEBA DE RIPA EFECTUADA POR LOS
METODOS DE AGLUTINACION RPLAQUETARIA Y AGREGOMETRIA PARA
€L GRUPO CONTROL V LOS PACTENTES. CON ENFERMEDAD
HEMORRAGICA RELACIONADA AL FACTOR VIIT.

100 1

S0 <

8s : NORMALES *(30)
g\o ._-;.w....-.:-..--.;..-_....-..-._....-.......-_-.-_.J“ORMALES 30)
e e e e s e S

EMOFILIA Y(10)
PORCENTAJE 73 il v wm = {EMOFILIA (10}
70

DE AGREGACION
PLAQUETARTA 60 4

S0 4

EVW

CASO0S

NOTAS '{10) Media arnitmética de 10 casos de hemofilia.
*(30) Media anitmética de 30 casos normales.
EVW _ Enjeamedad de von Willebrand. {casos 1,2,3,4)
swmmnmca Cusva panra aglutinacién plaquetanria.
swmmuwes Cypva paia agregomelnda.
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ANALISIS DE RESULTADOS

~- Como se menciona en La descrndipeidn de nesultados, se
obsenva que se han elaborado una senie de tablas y una
gréfica donde se desorniben Las caractenizaciones panra
nuestro grupe control y Los Lnddlviduos con engeamedad
hemonndgica relfacionada al factorn VIII de coagulaciddn,

- Las tablas 1 y 2 mencionan Las deteaminaciones panra el
gnupo def estudio, presentando Los vafones para La ba-
tenfa de Raboratondio planteada en un paincdpio y dando
un enfoque especial a La prueba de RIPA efectuada pon
Los métodos de agregacibn plaquetanria y aglutinacdiddn
en plLaca. Es Lmportante mencilonan que para Los fines
de este estudioc no se han considenado pardmetrnos como
el sexo o La edad, ya que La enfermedad se presenta en
ambos sexos y a cualquden edad.

- En Las tablas 3 y 4 se mencionan Los valonres para La
bateria de Caboratondio en et grupo de pacdanies con
enfermedad hemonndgica rnelacionada af factor VIII. Poxa
‘una pante, fLa ZXablfa 3 menciona 7 de Las pruebas, con
excepeddn del valorn para La RIPA, que se ve en £a tabla
No. 4. Ambas tablas permiten, en base a Los nesultados
obtenidos, establecern ya un diagnbstico para cada uno
de Los casod en cuestibn, notdndose que con esta bate-
nila es posible identificarn el transtorno que padece ef

paciente, bien sea hemofilia, EVW u otro problema afin
a estos.

- Es notornio que en base a €sto, s6Lo encontramos caksos
de pacientes con padecimientos de hemofilia y EVW y
que ne se enconind ndingln caso con alguna didtesdis -
agiln (p. ef. Sindrome de Beanand-Souldlen).

- Pon dfi&imo, se hace una grdfica donde se analiza en
forma muy especial a La prueba de RIPA y su comporta



miento en ambos grupos al efectuarse por Ras métodos de
agregacddn plaquetaria y aglutinacidn en placa.

Se obscrva que el compontamiento es semejante para ambos
métodos y esto ticne una explicacidn, pues se estd delerminando
el mismo analito, tomando en cuenta que se tienen como recursosd
a Estas dos valicsas tEcndicas.
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CAPITULO CINCO

CONCLUSTONES



CONCLUSTIONES

La EVW es wun padac&m&ento hatehdlogo que presenta un pairbfn dis-
tinto a otras didtesis hemonndg&cab como:La-hemof.ilia y Esto se
evidencia pon Los daon Ob£¢nbd04 con La metodologia de Labora-
torndo utllizada para su cﬁaé&ﬁ&cachn.‘ )

Se debe nrecalcar La meqntduciardétza pnueba de RIPA panra el
diagnbéstico diferencial dexﬁaA ﬁaclénIQA en estudio, ya que nos
da La pauta para detectanr Los: dAﬁenenteA padecimientos pon La
alteracidn del factonrn U1II

EL paso a seguin es La d&fé@eq¢§dé£6n de as subelases de EVW;
para ellfo es necesando ;amdnvénfcuenta estudios necientes de
multimenos del 6aa£oi VIII'(62), inhibidonres en pacientes con
esta enfenmedad {63}, va,adquimidoé {(64) y ocXnrnos.

Cada vez que aparece una aueva técnica diagnbstica nos

acenrca més al coavedimdiento de todas estas enfznmadades, pero ello
no quiere decdin que apante nuestras dudas y simplifique nuestros
esquemas; ponr el contrarnio, ponen en evidencdia £a mayor compleji-
dad de estos padec.imiendeos, ya que estamod Lthratando con procesos
mo Leculares muy complejos, con posibles influencias cnzimdiicas

y segulades posibfemente pon vandics genes. Cada vez catamos mas
cerca ded diagndstice, pero cada ve:z esite gaupo de enfermedades
muestnra una peculianidad nueva e insélita; esto hace que sobnre
ellas s¢ pueda dec.ih Lanto, pero se puede afirmar, d4in hiesgo

a ernon, Xan poco.
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