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INTRODUCCION 

Antecedentes 

La hemofilia A y la enfennedad de von Willebrand (EvW) son los 
I 

desordenes m;is comunes en la coagulación de la sangre. La hemofilia A 

ocurre con una frecuencia de 1 en 10,000 indiViduos (Gordon 1980, Chao 1989, 

Higuchi 1989). 

La hemofilia A es un desorden hemorrágico congénito recesivo ligado 

al sexo causado ·por una deficiencia o anonnalidad del Factor VIII:C 

(FVIII:C), llamado originalmente Factor antihemofilico, por encontrarse una 

baja actividad coagulante de éste en dicha enfermedad (Higuchi 1989, White 1989). 

La enfermedad es expresada en hombres, quiénes heredan el gen de la 

hemofilia de sus padres (X'). La hemofilia es portada por mujeres, que 

heredan el gen de la hemofilia del padre y un gen nonnal de la madre. Las 

hijas de hemofilicos son portadoras obligadas. Fenotlpicamente pacientes con 

hemofilia son deficientes en FVIIl:C. Esta deficiencia varía de < 1 % hasta 

50% (White 1989). 

Estudios inmunológicos han establecido que el defecto de la coagulación 

en la hemofilia A está asociado la síntesis de una molécula inactiva de 

FVIII:C, sin embargo, la actividad de Factor von Willebrand (FvW) es normal 

(Hoyer 1981). 
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Las bases moleculares de la Hemofilia A han sido descritos en varios 

pacientes, las cuales incluyen deleción de genes, inserciones y mutaciones 

puntuales (Higuchi 1989). 

En 1926 Erik von Willebrand1 un profesor alemán describe la 

enfermedad hemorrágica congénita que lleva su nombre después de que 

estudió a varios miembros de una familia de Foglo, una isla del Archipiélago 

Aland en el golfo de Botnia (Zavcrio 1987). 

Cuarenta y cinco años después, en 1971, la proteína deficiente en la 

enfermedad de von Willebrand (EvW) es conocida como Factor von 

Willebrand (FvW). Debido a que dicha proteína fue detectada 

inmunológicamente fue llamado Factor VIII antígeno relacionado 

(FVIII:AgR). Sin embargo este concepto relacionado es válido hasta que el 

FvW y FVIII:C se unen no covalentemente para formar un complejo en la 

sangre (Zavcrio 1987). 

EL FvW es una proteína disminuida o alterada en la EvW, característica 

autosómica dominante que afecta a hombres y mujeres (Fulcher 1982. Murray 1991). 

En la EvW la actividad del FVIII:C y la actividad del FvW se encuentran 

disminuidas. Lo que corrobora que estas dos proteínas se encuentran asociadas 

en plasma (Gordon 1980 Hoyer 1972). 

El fenotipo clínico de la EvW sugiere heterogeneidad patogenética 
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significativa. La EvW tipo I y Il son caracterizadas por anormalidades 

cualitativas con ausencia consistente de formas multiméricas de alto peso 

molecular del FvW (Murray 1991). 

En la EvW tipo ti B el FvW muestra una falta de grandes multímeros, 

siendo que las plaquetas lisadas muestran un perfil multimérico normal 

(Murray 1991). 

Se han identificado anticuerpos que inhiben alguna actividad del FvW 

o bien que se combinan con el FvW formando complejos inmunes que resultan 

en un catabolismo excesivo de la molécula (Goudennand 1988). 

La enfermedad de ven Willebrand adquirida (EvWA) es un síndrome 

· que en contraste con la enfermedad de ven Willebrand clásica ocurre en 

pacientes sin una historia familiar previa de tendencias hemorrágicas. Las 

anormalidades aparecen debidas a defectos cualitativos o cuantitativos del FvW 

(Goudennand 1988). 

También se han reportan casos de EvW A por presencia de un inhibidor 

de la unión del FvW a plaquetas inducido por ristocetin¡t y por trombina. 

(Goudennand 1988). 

La variante tipo 11 de la enfermedad ven Willebrand adquirida es 

caracterizada por la ausencia de multfmeros de alto peso molecular 

(Goudcnnand 1988). 
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Generalidades 

La hemostasia es un proceso equilibrado diseñado para mantener la 

fluidez de la sangre dentro de los vasos sanguíneos, ayuda en la reparación y 

evita la pérdida de sangre cuando hay daño vascular. La hemostasia involucra 

la interacción de los siguientes sistemas que nos muestra la tabla 1: 

(Gonias _1986, Velázro 1991). 

Tabla 1 

Sistemas involucrados en la Hemostasia (Gonias 1986, Vehlzco,1991). 

1 

2 

3 

4 

Sistema: 

Vascular 

Plaquetario 

De la coagulación 

Fibrinolftico 

Una vez que se rompe un vaso, hay vasoconstricción, la cual es 

controlada por impulsos nerviosos mediados por reflejo axónico, el propósito 

de la vasoconstricción es reducir el flujo sanguíneo en la zona afectada 

(Gonias 1986). 

Posteriormente debido al estímulo que ofrece la colágena expuesta en 

el sitio del daño vascular, las plaquetas circulantes. se adhieren y agregan a la 

colágena del endotelio del vaso dañado liberando: Adenosin difosfato (ADP), 
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Trombina, tromboxano A, y Serotonina, cuyo papel es reforzar la agregación 

de las plaquetas hasta llegar a la formación de un trombo plaquetario, el cual 

detiene en fonna momentánea la pérdida de sangre simultáneamente 

reforzado por la formdción de fibrina (Gonias 1986, Veliiz.co 1991). 

Sistema Vascular 

Los vasos sangufneos además de contener la sangre, participan en el 

mecanismo hemostático con vasoconstricción local y la exposición de la 

colágena del endotelio que conduce a la adhesión y agregación plaquetaria 

(Gonias 1986). 

El subendotelio de la pared de los vasos sangufneos contienen colágena, 

elastina, glucosaaminoglucanos y proteoglucanos (Connack 1983). 

La adhesión de las plaquetas a la colágena es el primer p.aso en el 

proceso hemostático cuando un vaso sangufneo es dañado (Morton 1989). 
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Sistema Plaquetario 

La función de las plaquetas puede dividirse en varias fases específicas: 

1) Adhesión plaquetaria 

2) Agregación Plaquetaria 

3) Reacción de liberación y participación en la coagulación del plasma 

(Velázco 1991). 

La adhesión se da cuando las plaquetas tienen contacto con el 

subendotelio dañado, se adhieren a él cambiando la configuración de la 

membrana plaquetaria (Glicoprote[na llb /lila) quedando expuestos los sitios 

de unión para el fibrinógeno y el Factor von Willebrand (Velázro 1991). 

Cuando se produce la adhesión, las plaquetas sufren un cambio de su 

forma de disco a esfera con emisión de pseudópodos facilitando la formación 

de agregados plaquetarios (Vel:lzro 1991). 

La agregación puede ser reversible o irreversible, dependiendo de la 

intensidad del estímulo hacia la plaqueta (Vcl:lzco 1991). 

La primera onda de agregación es acompañada de una reorganización 

interna. Algunos cuerpos densos se mueven hacia la superficie de la plaqueta, 

mientras que los gránulos se colocan en el centro. La segunda onda de 

agregación permite la liberación de substancias como una consecuencia de una 

completa contracción de la plaqueta. Pruebas bioquímicas confirman la 
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liberación de substancias como: ADP, trombina, serotonina, calcio, 

Factor 4 plaquetario; estos son responsables de esta onda secundaria y 

generalmente de agregación irreversible. Posteriormente, varias substancias son 

liberadas a diferentes ~radas. Fibrinógeno, hidrolasas a partir de los gránulos 

alfa y otras substancias. (Velázco 1991, Gonias 1986) .. 

Sistema de Coagulación 

En condiciones normales al haber daño endotelial se dispara el 

mecanismo de coagulación, cuya finalidad es la formación de un trombo 

estable sobre la superficie dañada lo que depende de la conversión de 

fibrinógeno a fibrina por acción de trombina (Gonias 1986). 

Se requieren diversos factores para que se produzca la coagulación. Un 

comité Internacional ha identificado los factores demostrados mediante 

números romanos. Los factores procoagulantes del plasma son los que nos 

indica la tabla 2 (Furie 1988, Board 1992). 
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Tabla 2 
Propiedades de los genes, RNAm, y productos genómicos de los 

componentes de la coagulación (Furie 1988, Board 1992). 

Comi>onenta función [en plasma) P.M: Gen Cromosoma RNAm Exones 
(µg/ml) (KD) (Kb) (Kb) 

Protromblna Z.P. 100 72 21 11p11-q12 2.1 14 

Factor X Z.P. 10 56 22 13q34 1.5 8 

Factor IX Z.P. 5 58 34 Xq26-27.3 2.8 8 

Factor VII Z.P. 0.5 50 13 13q34 2.4 8 

Factor VIII C.F. 0.1 330 185 Xq28 9.0 26 

Factor V C.F. 10 330 7.0 

Factor XI Z.P. 5 160 23 15 

Factor XII Z.P. 30 60 12 5 2.4 14 

Flbrinógeno E. 3000 340 

ProtalnaC Z.P. 4 82 11 1.8 8 

ProtelnaS C.F. 25 60 2.4 

FvW A. 10 225 175 12pter-p12 8.5 2 

F. Tisular CF/I o 37 1pter-p12 2.1 

Factor XIII E.F. 1* 320 6p24-25 15 
1q31·32.1 

Z.P.:Zlmógeno Proteasa C.F.:COlactor E: Estructural A: Adhesión 
C.F,/l:Cofactor de Iniciación E.F.:Entreauza Fibrina *U/mi 
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La coagulación sanguíñea da origen a la fonnación de un trombo debido 

a la transformación de fibrinógeno; proteína soluble en el plasma, en una red 

de fibrina insoluble que encierra leucocitos, eritrocitos y un trombo plaquetario 

para detener totalmenri: la hemorragia. Esta involucra una serie de proenzimas 

que en estado inactivo circulan en el plasma, y que activadas pasan a la forma 

enzimática (Vclázco 1991). 

El mecanismo de la coagulación sanguínea es descrito clásicamente como 

vías extrínseca e intrínseca (Kcnneth 1992). 

La vía intrínseca es aquélla que depende exclusivamente de los 

componentes del plasma circulante, en tanto que, la vía extrínseca depende de 

· la entrada a la circulación de sustancias procoagulantes como la 

tromboplastina tisular proveniente de los vasos lesionados (Vclázco 1991). 

Ambas vías convergen en una ruta final común, la producción de 

"Protrombinasa", la cual en presencia de iones calcio cataliza la reacción que 

convierte protrombina en trombina, ésta convierte al fibrinógeno en fibrina 

(Vellizco 1991, Kenneth 1992). 

La vía intrínseca se activa cuando al haber daño endotelial, el factor XII 

cambia de fonna al contacto con una superficie extraña de contacto 

(subendotelio) exhibiendo el sitio activo serina-proteasa que convierte a la 

precalicreína en calicreína y ésta retroalimenta en su forma mas potente al 
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factor XII dando como resultado la activación del factor XI. Otras proteínas 

necesarias para la activación son el cininógeno de alto peso molecular 

. (HMWK), precalicrefnas y factor Xla, iones calcio con cambios en la molécula 

del Factor IX, mismo que revela su sitio.activo esterasa de serina que a su vez 

activa al Factor X. Para que esta reacción ocurra necesita formarse un 

complejo micelar de Factor IXa - Factor VIiia - Factor 3 plaquetario - iones 

calcio - fosfolípidos llamado complejo diez-asa (Gonias 1986, Kcnneth 1992, 

Woodfilft 1981). 

El Factor X también puede ser activado por un complejo de 

tromboplastina tisular-Factor Vlla-iones calcio a través de la vía extrínseca. 

El Factor X una vez activado reacciona formando un complejo micelar con el 

factor V a - factor 3 plaquetario - iones calcio - fosfolípidos llamado complejo 

protrombinasa que activa a la protrombina liberando fragmentos como Fl y 

F2 formando la trombina, la cual es una enzima que libera fibrinopéptidos a 

partir de la molécula de fibrinógeno, dejando monómeros de fibrina, los cuales 

se agregan para formar un coágulo (Gonias 1986, Kenneth,1992, Woodliff,1981). 

Las glicoproteínas que participan en la vía intrínseca de la coagulación 

son; los Factores XII, XI, IX, VIII, X y V, protrombina, fibrinógeno, 

calicrefnas, y KHWM. Las glicoproteínas que participan en la vía extrínseca de 

. Ja coagulación son iniciadas por la acción de Factor tisular, localizado en la 
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superficie de las células, éstas incluyen al Factor VII, X y V, protrombina y 

fibrinógeno, y su activación proteolltica secuencial se encuentra esquematizada 

en la figura 1: (Gonias 1986). 

F: Factor 
Fa : Factor activado 
Ca++ : Iones calcio 
T : lrombina FG:librinógeno 
F: fibrina 
PT : protrombina 

Figura 1: Vías extrínseca e intrínseca de la coagulación (Gonias 1986). 
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Cofactores de la Coagulación 

Varias de las reacciones enzimáticas en la cascada de la coagulación 

requieren de proteínas adicionales plasmáticas, las cuales sirven como 

cofactores (Kane 1988). 

Los factores V, VIII, HMWK, factor III o tromboplastina,así como los 

iones calcio son cofactores (Gonias 1986). 

Los factores V y VIII funcionan como cofactores para 2 serina-proteasas 

dependientes de vitamina K en la cascada de la coagulación. Ambos cofactores 

circulan como cofactores inactivos y son activados por serina-protcasas; como 

trombina o Factor Xa.Los cofactores activados son subsecuentemente 

inactivados por otras serina-proteasas llamadas Proteína C y Proteína S (Kane 

1988 William.1984). 

Pacientes con deficiencia inherente de FVIII:C (Hemofilia A) o 

Factor V (Parahemofilia) presentan cuadros hemorrágicos anormales (Kane 1988, 

Kenneth,1987). 

El factor Va funciona en la coagulación como un receptor de vesículas 

de fosfolípidos y plaquetas para la serina-proteasa Factor Xa (William 1984). 

El complejo Factor Xa, Factor Va, superficie de membrana y iones 

calcio cataliza el rompimiento del zimógeno de protrombina a trombina 

(William 1984). 
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En la coagulación el FVIII activo en presencia de iones calcio y 

fosfolfpidos funciona como un cofactor para la serina-proteasa IXa en la 

activación del Factor X a factor Xa (William 1984). 

El Complejo Factor VIII:C-Factor vo1,1 Willebrand 

La participación del FVIII:C y del FvW en la hemostasia es de gran 

importancia, por las enfermedades producidas por la deficiencia de dichos 

factores, conocidas como: Hemofilia A y Enfermedad de von Willebrand 

respectivamente (Hoyer 1981). 

El factor VIII plasmático es un complejo de 2 componentes que tienen 

diferentes funciones, propiedades bioquímicas e inmunológicas y diferente 

control genético (Hoyer 1981). 

Un compon~nte del complejo de factor VIII es el factor antihemoffiico 

con actividad procoagulante usualmente designado como FVIII:C (Hoyer 1981). 

El otro componente es más grande, comprende la mayor parte de la 

proteína en masa, interactúa con plaquetas en la vía que promueve la 

hemostasia primaria y pueden ser inmunoprecipitados por antisueros 

heterólogos. Es usualmente designado como factor VIII antigénico relativo 

(FVIII:AgR) o bien factor von Willebrand (FvW) (Hoycr 1981). 
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Factor VIII:C 

El FVIII:C es una prote[na plasmática que participa en la vía intrlnseca 

de la coagulación sangu[nea (Fulchera 1982). la cual se encuentra inactiva o 

ausente en individuos con hemofilia cll'lsica (Gordon 1980). El FVIll:C es una 

glicoprote[na muy grande que en sangre circula como un complejo unido no 

. covalentemente al FvW, en una estequiometría aproximadamente de 1 

molécula de FVIIl:C por un monómero de FvW, . Este complejo es 

estabilizado por interacciones hidroffiicas e hidrofóbicas con un exceso del 

FvW (Debra 1992, Fulcher 1982, Higu~hi 1989. White 198). 

El FvW probablemente estabiliza al FVIU:C in yj_v.Q.por protección a 

proteolísis de este último (Rotblat 1985). 

El FVIII:C es activado proteol!ticamente para funcionar en la vía 

intrínseca de la coagulación sangu[nea como un cofactor del IXa en la 

activación del Factor X (Debra 1992). 

El FVIII:C activado aumenta la velocidad máxima (Vmax) de esta 

reacción por 10,000 veces en presencia de cargas negativas de fosfolípidos y 

iones calcio (Debra 1992. Toole 1986. Roblat 1985). 

El FVIIl:C es altamente susceptible a proteolisis por trombina, plasmina 

y otras serina-proteasas (Rotblat 1985). 

Se ha reportado que la asociación del complejo FVIll:C/FvW con 

21 



fosfolfpidos resulta en la disociación del FvW del FVIII:C. Demostrándose que 

la trombina activa al FVIIl:C conservando la habilidad para unirse a 

fosfolfpidos (Fostcr 1990). 

Los fosfolfpidos ~e unen al dominio del FVIIl:C en su cadena ligera, lo 

cual se produce al conocer el sitio de rompimiento por trombina Arg-1689 

(Fostcr 1990). 

Sobre las reacciones del FVIII:C con trombina, hay en esto un rápido 

incremento de 50 veces en la actividad procoagulante, siendo de primer orden. 

La activación coincide con proteolisis de las cadenas ligera y pesada del 

FVlll:C (Dcbra 1992). 

El rompimiento de la cadena ligera en los residuos 374 y 740 genera 

polipéptidos de 50 KDa (Dominio A) y 43 kDa (Dominio A2). La Trombina 

rompe a la cadena ligera en el residuo 1689 dando especies de 73 kDa 

(Dominios A3-Cl-C2) (Dcbra 1992). 

El rompimiento de los residuos 372 y 1689 son requeridos para activar 

al complejo FVIII:C-FvW. La disminución de la actividad del FVIII:C después 

de la activación de trombina no se aprecia como un evento proteolftico 

específico como se estudió in vitre (Dcbra 1992). 
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Estructura del Factor VIII:C 

La estructura de FVIIl:C humano fue determinada por la combinación 

de conocer la secuencia proteíca de la molécula y la información de la 

secuencia de los nucleótidos contando i:on un código de 2332 a.a. precedido 

por 19 residuos hidrofilicos (Hoyer 1981). 

El FVIIl:C es un heterodfmero procesado de un polipéptido precursor 

muy grande, consiste de una cadena ligera de 80 kDa que en el extremo 

carboxilo-terminal se encuentra en asociación con el extremo amino terminal 

del fragmento de la cadena pesada de 90 a 200 kDa (Debra 1992). 

La secuencia de aminoácidos muestra una organización de 3 estructuras 

dominantes que ocurren en el orden: 

Al - A2 - B - A3 - Cl - C3 

El dominio A del FVIIl:C ocurre 2 veces en la cadena pesada y una en 

la cadena ligera y tiene 30 % de homología con las otras estructuras,con los 

dominios A del Factor V y con la ceruloplasmina. El dominio C ocurre 2 veces 

en el carboxilo-terminal de la cadena ligera del FVIll:C y exhibe homología 

a Factor V y otras proteínas que son capaces de unirse a glucoconjugados y 

fosfolfpidos ·cargados negativamente (Debra 1992, Toolc 1986). 
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El dominio B es codificado por un solo exon largo de 3,100 nucléotidos 

no muestra homología a otras proteínas y contiene 18 de 25 sitios de unión de 

glicosilación de asparagina dentro del FVIII:C (Debra 1992, Toole 1986). 

La estructura de'Factor VIII es representada en l~ figura 2: (Debra 1992). 

~ 
500 1000 1500 2000 
1 1 1 1 
1~ 

21 ...... 
.. .. 
+ + 

-2:...,_.dolf-Vlll:C ·=--doloo --"" -· 2:-doloo-do 
--doll -""-

1 ...... 

El gen que codifica al FVIIII:C está en el extremo del brazo largo del 

cromosoma X. Comprende aproximadamente 186,000 pares de bases y 

constituye el 0.1 % del comosoma X. El DNA codificador del FVIII:C maduro 

se encuentra en 26 exones separados en un rango de tamaño de 69 a 3,106 pb. 
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Las regiones intermedias (intrones) que separan a los exones su rango de 

tamaño es de 207 a 32,4000 pb (White 1989). 

La estructura y función de los carbohidratos de la proteína de factor 

FVIII:C humano no ha sido elucidado, pero se ha encontrado que una porción 

de carbohidratos del FVIII:C es importante para su función biológica. La 

oxidación de residuos de galactosa de FVIII resulta en la disminución de la 

actividad de FvW. La remosión de residuo~ de galactosa terminal de FVIII:C 

dializado causa una reducción de actividad de FvW (Howard 1981). 

Métodos inmunológicos para determinar el Factor VIIl:C 

El FVIII:C puede ser medido por métodos inmunológicos empleando: 

1) Anticuerpos específicos contra FVIII:C que se encuentran en 

pacientes con hemofilia severa, tratados con concentrados de FVIII:C. 

2) Anticuerpos monoclonales de ratón 

3) Anticuerpos heterólogos policlonales preparados de FVIII:C 

altamente purificado (Hoyer 1981). 
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Factor von Willebrand 

El FvW es una glicoproteína plasmática que circula en sangre, como una 

serie de multfmeros heterólogos que tienen un peso molecular de 850a12X10' 
1 

kDa, en asociación con FVIII:C. (Fujimura 1991, Hoyer 1981).-

Algunos autores indican que consiste de una serie de oligomeros de 

tamaño de 10' a 20X10' KDa unidos covalentemente por protomeros de 200 

kDa (Rotblat 1985). 

El valor estimado para el FvW en plasma humano normal ha sido entre 

5 y 10 mg/ml (Hoycr 1981). 

La evidencia de síntesis del FvW por células endoteliales se obtuvó en 

cultivo celular .Estudios de inmunofluorescencia han identificado al FvW en 

células endoteliales de arterias, arteriolas, capilares y venas; así como, en 

megacariocitos y plaquetas, por lo que el FvW se sintetiza en células 

endoteliales y megacariocitos (Hoycr 1981, Rock 1981). 

El gene que codifica para esta proteína está localizado en el cromosoma 

12. El RNAm correspondiente es de 8.5 a 9 kilobases y codifica para una 

proteína de 2813 residuos de aminoácidos (Rock 1981). 

El FvW es inicialmente sintetizado como un precursor grande constituido 

de un péptido señal, un propéptido grande de 80 KDa y una subunidad 

madura FvW de 225 kDa. La forma funcional del FvW es un complejo grande 
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multimérico unido por puentes disulfuro y el peso molecular (P.M.) de algunas 

especies es aproximadamente de 104 kDa. El FvW es sintetizado y secretado 

por células endoteliales por dos vías separadas: La vía constitutiva donde se 

. produce primeramente como un FvW dimérico, con poca actividad de 

adhesión plaquetaria; La vía regulada libera multfmeros de FvW de los cuerpos 

Weibel-Palade. En un proceso que requiere el propéptido, dímeros del FvW 

multimerizado en el trans-Golgi o gránulos secretores. El propéptido es roto 

y el FvW y el propéptido conocido como FvWag 11 circula en el plasma. 

(Furie 1987, Rock 1981). 

En condiciones muy drásticas de estrés se induce la adhesión plaquetaria 

a los sitios del daño vascular (Fujimura 1991). El antibiótico ristocetina induce la 

unión del FvW a glfcoprotefna lb (GP-lb) imitando el evento in :ri1m 

(Fujimura 1991). 

Existen dos distintos receptores sobre la membrana de la plaqueta que 

se unen al factor von Willebrand. La GP-lb y el complejo heterodfmero 

formado por las glicoprotefnas Ilb y llla (Allain 1984). 
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Inhibidores contra Factor VIII 

En el plasma también se encuentran substancias que inhiben a los 

factores de coagulación. Se interpreta como inhibidor a aquellas substancias 

que son capaces de inlerferir con la actividad de uno o varios factores de la 

coagulación (Ratnoff 1987). 

En el caso de la hemofilia A, los inhibidores se producen como una 

respuesta a la transfusión del concentrado de factor VIII. Las características 

del inhibidor circulante es la habilidad para prolongar el tiempo de 

coagulación de un plasma normal control (Ratnoffl987). 

En el caso de inhibidor contra factor VIII, la prueba de Tiempo de 

Tromboplastina Parcial activada (ITPa) puede mostrarse anormal, las 

· diluciones seriadas del plasma del paciente con un plasma control normal 

puede demostrar una prolongación marcada de un control de TTPa normal 

(Ratnoff 1987). 

El desarrollo de inhibidor contra FVIII ha sido reportado en un 5 a 

20 % en hemoffiicos, el inhibidor solo puede ocurrir en pacientes con 

hemofilia y sin causa aparente en mujeres después del parto, asociadas con 

neoplasias y desórdenes autoinmunes, artritis reumatoide y Lupus eritomatoso 

sistémico (L.E.S.).También ha sido descrito el caso de anticuerpos 

. desarrollados por antibióticos como la penicilina (Slocombc 1981). 
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Los inhibidores aunque menos comúnmente encontrados son de 

considerable importancia inmunológica porque aparecen en sujetos que tienen 

cantidad normal de FVIII:C y FvW, aproximadamente el 10% de inhibidores 

que aparecen sin causa aparente contfa factor VIII pueden desaparecer y 

regresar sin terapia específica y un 45% desaparecen en asociación con 

esteroides y otras terapias (Slooombe 1981). 

Los inhibidores de FVIII presentes en pacientes hemofflicos difieren de 

los presentes en pacientes sin causa aparente debido a que en los hemofflicos 

se tiene la cantidad de FVIII disminuida o ausente, y en ellos se desarrolla en 

respuesta a exposición de FVIII dada en la terapia (Slocombe 1981). 
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RESUMEN CASO CLINICO 

Se trata de una paciente de 19 años de edad. Ingresa al Servicio de 
1 

Hematología Especial del Centro Médico • La Raza" en el mes de mayo de 

1989, con un cuadro clínico caracterizado fundamentalmente por tendencias 

hemorrágicas en forma de equimosis en miembros, precedidas de dolor y 

edema del miembro afectado. ~te cuadro inició desde el mes de abril del 

mismo año. 

A nivel de laboratorio en primera instancia se encontró; el TTPa 

prolongado, la actividad de factor VIII fue de <1 %. Asimismo, la 

determinación de inhibidor de factor VIII fue positiva (60 U.B.). 

No presentaba ningún antecedente heredo-familiar relacionado con el 

padecimiento, únicamente, la ingesta de anticonceptivos orales 

(fRINORDIOL), durante 6 meses, previos a las manifestaciones clínicas. 

Considerando los antecedentes, se pensó que la paciente presentaba una 

deficiencia de Factor VIII y /o Factor Von Willebrand, por lo que el objetivo 

del presente proyecto se encaminó al estudio de la determinación y 

caracterización de dicho complejo plasmático. 
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HIPOTESIS: 

Sf la paciente presenta deficiencia de FVIIl:C y/o FvW se 

debe probablemente al desarrollo de anticuerpos contra la parte 

coagulante del complejo, contra el FvW o bien contra el sitio de 

unión de ambos factores. 
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OBJETIVOS: 

1) Analizar fisicoqufmicamente el Factor VIII:C 

y/o el Factor Von Willebrand de la paciente por técnicas 

inmunoenzimáticas: EUSA e inmunoelectrotransferencia, 

como alternativa para demostrar, si hay deficiencia del 

complejo por: a) anormalidad molecular o b) la presencia de 

inhibidores. 
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MATERIALES Y METODOS. 

Obtención de muestras: 

Las muestras que se utilizaron fueron plasmas pobres en plaquetas, y 

todas las muestras incluyendo las de la paciente fueron obtenidas y 

conservadas de la siguiente manera: 

1) La sangre completa obtenida por venopunción se mezcló con citrato 

de sodio al 3.8% en una proporción 1:9 v/v. 

2) La sangre citratada se centrífugó a 3000 rpm durante 10 minutos. 

3) Se separó el plasma pobre en plaquetas del paquete celular con una 

pipeta Pasteur. 

4) El plasma se distribuyó en alícuotas de aproximadamente 0.5 mi, una 

de éstas se dejó en baño de hielo o en refrigeración ( 4ºC) para 

hacerle las pruebas de coagulación. 

5) Se congelaron las demás muestras en un baño de hielo seco

acetona. Se mantuvieron las muestras congeladas a (-20"C) hasta su 

utilización. 

6) Se descongelaron las muestras en un baño de agua a 37ºC por 5 

minutos, momentos antes de su utilización. 
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Pruebas de coagulación 

Se monitoreó en la paciente en estudio su respuesta clínica 

periódicamente por las pruebas de coagulación, asf como la determinación de 

FVIII:C, y su Inhibid~r. 

Tiempo de Trombina (TT) (Bigg 1972) 

Fundamento: 

Se basa en la medición del tiempo necesario para la formación de un 

coágulo de fibrina después de añadir una concentración estándar de trombina 

a un plasma testigo normal o bien al plasma problema. 

Mª1Wfil: 

Tubos de ensaye de 12 X 75 mm. 

Pipetas serológicas de 0.1 y 0.2 mi. 

Baño María a 37ºC. 

Baño de hielo-agua. 

Cronómetro. 

Fibrómetro. 

Reactivos: 

Trombina humana de 50 U/mi. 

Solución salina 0.15 M. 
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~ 

1) Los plasmas se mantuvieron en baño de hielo o en refrigeración. 

2) Se hidrató la trombina con Naa O.lSM y se ajustó la concentración 

óptima de éstd hasta tener un TI de un plasma testigo normal de 26 

a 28 segundos. 

3) Se pusó 0.2 mi de plasma problema o testigo normal, se incubó 

durante 1 minuto a 37ºC en el fibrómetro. 

4) Posteriormente se pusó 0.2 mi de trombina ajustada y se tomó 

el tiempo con un cronómetro, hasta que se formó la malla de fibrina. 

Valor nonnal: 26 a 28 segundos± 4 segundos. 

Inteq>retacjón: 

El tiempo se considera prolongado cuando el problema tiene más de 4 

segundos con respecto al testigo. Se encuentran tiempos prolongados en 

pacientes con hipofibrinogenemias hereditarias o adquiridas, generalmente 

cuando el fibrinógeno está por abajo de 100 mg/dl. También se prolonga por 

acción de inhibidores: antitrombina, anticoagulantes (heparina exógena, 

heparinoides endógenos), productos de fragmentación de fibrinógeno y fibrina 

y disfrinogenemias hereditarias. 
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Tiempo de Protrombina (TP)(Owen 1949) 

Fundamento: 

El tiempo necesario hasta la formación de un coágulo de fibrina, para 

el plasma recalcificado, después de la ihcubación con tromboplastina tisular, 

es una medida de la velocidiad, a la cual la trombina es formada por la vía 

extrínseca de la coagulación. 

Ml!tmfil: 

Pipetas serológicas de 0.1 y 0.2 mi. 

Baño María a 37ºC. 

Baño de hielo-agua. 

Cronómetro. 

Reactivos: 

Tromboplastina completa activada. 

Ooruro de calcio 0.025 M. 

~: 

1) Se incubó previamente la tromboplastina completa activada humana 

a 37ºC durante 5 minutos. 

2) Se pusó 0.1 mi de plasma te~tigo normal o problema en una copita de 

plástico en el fibrómetro, se dejó durante 2 minutos. 

3) Se añadieron 0.2 mi de tromboplastina cálcica humana y se 
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cronómetro el tiempo necesario hasta la formación de fibrina. 

Valor norma): Indice de protrombina de 0.9 a 1.2. 

Interpretación: 

La prolongación de un tiempo de. protrombina establece que hay: 

una concentración de fibrinógeno por abajo de 100 mg/dl, una deficiencia de 

factores de la vía extrínseca de la coagulación ( Factor Il, VII, V y X), o la 

presencia de inhibidores, (como los vistos en lupus eritematoso o en terapias 

con heparína). La diferencia entre deficiencia y inhibidor es establecida por la 

repetición de la prueba anormal usando una mezcla 1:1 del plasma del 

paciente y de un plasma normal. El plasma corrige a normal cuando se trata 

de una deficiencia de factor, pero cuando se mantiene prolongado es un 

inhibidor. 
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Tiempo de Tromboplastina Parcial activada ('ITPa) 
(Harker 1979) 

Fundamento: 

En la sangre el Wlcio es quelado por anticoagulante, lo que impide la 

coagulación. Después de la centrifugación, el plasma contiene todos los 

factores de coagulación excepto el calcio y las plaquetas. Se añade al plasma 

iones calcio, un sustituto de fosfolfpidos; la tromboplastina parcial activada y 

un activador de superficie; el caolín. El resultado del tiempo de tromboplastina 

parcial activada es el tiempo que tarda en coagular dicho plasma. 

~= 

Baño María a 37ºC. 

Baño de hielo (4ºC). 

Tubos de vidrio 12 X 75 mm. 

Cronómetros. 

Reactivos: 

Mezcla de plasmas nonnales (obtenidas de Banco de Sangre Centro Médico 

"La Raza"). 

Tromboplastina Parcial activada. 

Ooruro de calcio 0.025 M. 

Caolín. 
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Método: 

1) Se mantuvó el plasma en baño de hielo o en refrigeración. 

2) Se incubó una cantidad suficiente de cloruro de calcio 0.025M a 37ºC. 

3) Se mezcló en 1partes iguales la suspensión de caolfn con 

Tromboplastina parcial activada (Pathro.mtin), la mezcla se mantuvo 

en baño de hielo. 

4) Se agregó 0.1 mi de plasma testigo normal o problema en un tubo 

de ensayo. 

5) Se agitó vigorosamente la mezcla del paso 3 y se pusieron 0.1 mi del 

plasma. 

6) Se mezcló con rapidez el contenido del tubo y se colocó en el baño 

maría durante 2 minutos. 

7) Una vez trascurrido exactamente ese tiempo, se añadieron en el tubo 

0.1 mi de cloruro de calcio preincubado y se puso en marcha el 

cronómetro, se paró cuando se formó el coágulo de fibrina. 

8) Cuando los tiempos de 1TPa eran muy prolongados con respecto al 

testigo se hizó una corrección con plasma normal en diluciones 1:2 y 

1:4, a dichas diluciones se les realizó un TTPa. Asimismo se hicieron 

diluciones de los plasmas normal y problema con NaCI 0.15M 1:2 y 1:4 

a las cuales también se les hizo un TI'P\l. 
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Valor llQlllli!!.: de 32 A 42 segundos 

Interpretación: 

El TrPa es usada para detectar deficiencias significativas de factores 

VIII, IX, XI y XII o inhibidores. Los inhibidores que afectan al TrPa incluyen 

heparína, anticuerpos contra Factor VIII o Factor IX y algunos pacientes con 

L.E.S. Sf al realizar la dilución del plasma problema con plasma normal, se 

corrige el TrPa, hay deficiencia. Si no hay corrección se trata de un inhibidor. 
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Tiempo de Sangrado (TS)(Harker 1979) 

fundamento 

Esta prueba mide el papel hemostático completo de las plaquetas in vivo 
( 

determinando la duración de sangrado de una incisión estándar en la piel, 

mientras se mantiene incrementada la presión venosa. Es particularmente útil 

en la evaluación sistemática de pacientes con trombocitopenia, dada su 

capacidad para discriminar entre plaquetas con función normal y aquellas con 

una función aumentada o disminuida. 

Materia): 

Esfigmanómetro. 

Bisturí estéril del No.11. 

Papel filtro. 

Cronómetro. 

Torundas con etanol. 

~: 

1) Se infló el manguito del esfigmanómetro hasta 40 mm Hg una vez que 

se colocó en el brazo del individuo. 

2) Se hicieron dos incisiones de 1 cm aproximadamente de largo con un 

bisturí estéril, en el antebrazo. 



3) Se secó con papel filtro la sangre cada 30 segundos, sin rosar la piel 

y se tomó el tiempo transcurrido para cada punto, cuando se dejó de 

sangrar se obtiene el valor medio. 

Valor Normal: 2 a 7 minutos. 

lnteqiretación: 

Generalmente hay relación entre el número de plaquetas y el tiempo de 

sangrado. Pacientes con menos de 50,000 plaquetas / mm3 tienen tiempos 

prolongados de sangrado. La enfermedad de von Willebrand, trombocitopat{a 

adquirida o hereditaria y trombocitopenia hemorrágica con cifras de plaquetas 

normales cursan con tiempos de sangrado prolongados . 
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Cuenta manual de Plaquetas (Harker 1979) 

Fundamento: 

La sangre total se diluye con solución de oxalato de amonio al 1 %, el 
1 

cual hemoliza completamente los glóbulos rojos y los leucocitos, las plaquetas 

se cuentan en la cámara de Neubawer en un microscopio de contraste de fases. 

Reactivos: 

Oxalato de amonio al 1 %. 

Citrato de sodio 3.8%. 

Ml!!!a:ifil: 

Microscopio de contraste de fases. 

Cámara de Neubawer. 

Pipeta para cuenta de glóbulos rojos. 

Jeringas o lanceta estéril. 

~: 

1) Se cargó la pipeta para cuenta de glóbulos rojos hasta la marca0.1 mi 

con sangre anticoagulada. 

2) Se completó con oxalato de amonio al 1% hasta la marca 101 

(dilución 1:100). 

3) Se agitó la pipeta por 10 minutos en el agitador mecánico para lisar 

eritrocitos y leucocitos. 
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4) Se desecharon las primeras 5 gotas del contenido de la pipeta. 

5) Se llenó la cámara de Neubawer. 

6) La cámara se colocó en una caja de petri que tenía un papel filtro 

húmedo. 

7) Se dejó la cámara reposar durante 15 minutos, para que las plaquetas 

se sedimentaran y se pudieran contar. 

8) En un microscopio de contraste de fases se contaron las plaquetas que 

se encontraron en la cuadrícula central que se destina para la cuenta 

de glóbulos rojos. 

9) Se hizo el mismo procedimiento dos veces, se obtuvo una media y se 

procedió a realizar los cálculos para obtener el resultado en plaquetas 

por mm'. 

~: 

No.plaquetas X Factor de dilución X factor de volumén 

= no. de plaquetas/mm'. 

Valor normal: de 150,000 a 400,000 plaquetas /mm'. 

Jnteq>retacjón: 

Un número de plaquetas abajo del valor normal, puede estar asociada 

con trombocitopenias, desordenes de destrucción plaquetaria, tales como 

purpura trombocitopenia inmune con la recuperación de médula ósea después 
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de quimioterapia. 

Como la paciente tuvo un TfPa prolongado se procedió a realizar las 

pruebas para evaluar los factores de la primera fase de la coagulación 

(Vía Intrínseca de la cbagulación). 
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Dosificación de Factores IX, XI, y XII (Harker 1979). 

Fundamento: 

El porcentaje de actividad del factor (IX, XI Y XII) en el plasma puede 

ser determinado por el grado de correeción que se tiene cuando al plasma 

problema se le adiciona un substrato deficiente en factor (IX, XI, XII), según 

el factor que se requiere determinar. El grado de corrección se determina por 

el tiempo de tromboplastina parcial activada TI'Pa. El resultado es interpolado 

en una curva de calibración a partir de una mezcla de plasmas normales. 

~: 

Baño María a 37ºC. 

Tubos de ensaye de 12 X 75 mm. 

Pipetas serológicas de 0.2, 1.0 y 2.0 mi. 

Reactivos: 

Substrato deficiente de Factor (IX, Xl,o XII). 

amortiguador veronal-Owen pH = 7.4. 

Tromboplastina parcial activada. 

Cloruro de calcio 0.025%. 

Método: 

Curva de referencia: 

1) Se diluyó un plasma normal con amortiguador veronal owren 
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pH = 7.4 de la siguiente manera: 

Dilución: 

1:5 

1:20 

1:80 

% de actividad 

100 

25. 

6.5 

2) A cada dilución se le hizo la detenninación de la actividad del factor 

( IX, XI, XII) de la siguiente manera: 

a) Se pusieron 0.1 mi de la dilución en un tubo. 

b) Se añadieron 0.1 mi de plasma deficiente del factor (IX, XI, XII) en 

el mismo tubo. 

c) Se añadieron 0.1 mi de tromboplastina parcial activada mezclada con 

caolín. 

d) Se mezcló ligeramente y se incubó por 2 minutos a 37ºC. 

e) Se añadieron 0.1 mi de Ca02 0.025M, se mezcló y se tomó el 

tiempo hasta que se formó la primera malla de fibrina. 

!) Se graficó en papel semilogarítmico los segundos obtenidos contra el 

porcentaje de actividad de los factores IX, XI, XII. 
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g) Se hizo el mismo procedimiento para el plasma problema y se 

interpoló el valor de los segundos obtenidos para tener la actividad del 

Factor. 

Valor noanal: de 50 a 100 % de actividad. 

Interpretación: 

Cuando la actividad del factor a determinar se encuentra por debajo del 

50 % se considera deficiencia de dicho factor. 
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Determinación de Factor VIII:C (Harker 1979) 

~: 

Baño Maña a 37"C. 

Baño de hielo-agua. 

Pipetas de vidrio graduadas de 0.1, 0.2, 2.0, y 5.0 mi. 

Tubos de ensaye de 12 X 75 mm. 

Reactivos: 

Plasma deficiente de factor VIIl:C. 

Amortiguador veronal Owen pH = 7.4. 

Tromboplastina parcial activada. 

Ooruro de calcio 0.25 M. 

Método: 

Curva de referencia: 

1) Se diluyó plasma normal con amortiguador veronal owren pH = 7.4 

de la siguiente manera: 

Dilución: 

1:5 

1:20 

1:80 

% de actividad 
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2) A cada dilución se le hizo la detenninación de la actividad del factor 

VIII: C. 

a) Se pusieron 0.1 mi de la dilución en un tubo. 

b) Se añadieron 0.1 mi de plasma deficiente del factor VIII:C en el 

mismo tubo. 

c) Se pusieron 0.1 mi de tromboplastina parcial activada mezclada con 

caolín. 

d) Se mezcló ligeramente e incubó por 2 minutos a 37ºC. 

e) Se añadieron 0.1 mi de CaCl2 0.02.5M se mezcló y se tomó el tiempo 

hasta que se fonnó la malla de fibrina. 

f) Se graficó en papel semilogarítmico los segundos obtenidos contra el 

porcentaje de actividad del factor VIII:C. 

g) Se realizó el mismo procedimiento con el plasma problema y se 

interpolaron los segundos obtenidos en el gráfico para tener la 

actividad del Factor VIII:C. 

Valor normal: 50 a 150% de actividad. 

Inter:pretacjón: 

Cuando se tienen valores abajo del 50 % de actividad, no hay correccióm 

del plasma deficiente, lo cual nos indica deficiencia del Factor Vlll:C. 
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Determinación de inhibidor de Factor VIIl:C (Harker 1979) 

Fundamento: 

Se interpreta como inhibidor a aquellas sustancias que son capaces de 
1 

inteñerir con la actividad de uno o varios factores de la coagulación. En el 

caso de la Hemofilia A, los inhibidores se producen como una respuesta a la 

transfusión del concentrado de factor Vlll. 

Mª1!:Iifil: 

Bafio de hielo-agua. 

Baño María a 37ºC. 

Cronómetro. 

Tubos de plástico 12 X 75 mm. 

Reactjvos: 

Substrato deficiente de Factor VIII. 

Tromboplastina parcial activada. 

aoruro de calcio 0.025 M. 

Amortiguador Veronal-Owen pH =7.4. 

Método: 

1) Se preparó una curva de referencia para calcular la actividad de 

Factor VIII:C residual utilizando mezcla de plasmas normales como 
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testigo normal y amortiguador Owren. 

Diluciones: 

1:10 

1:20 

1:40 

1:80 

1:160 

2) Se determinó la actividades de Factor VIII:C de: 

a) plasma del paciente. 

b) de la me:zcla de plasmas normales (MPN). 

c) me:zcla de plasmas normales (MPN) + amortiguador de Owren en 

partes iguales. 

3) Se hicieron diluciones del plasma del paciente con amortiguador: 1:2, 

1:4, 1:8, 1:16. 

4) En tubos de plástico se colocaron: 

a) 0.2 in! de MPN + 0.2 mi de amortiguador (control) 

b) 0.2 mi de MPN + 0.2 mi de plasma de paciente. 

e) 0.2 mi de MPN + 0.2 mi de plasma de paciente diluido 1:2. 

d) 0.2 in! de MPN + 0.2 mi de plasma de paciente diluido 1:4. 

e) 0.2 in! de MPN + 0.2 mi de plasma de paciente diluido 1:8. 
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f) 0.2 mi de MPN + 0.2 mi de plasma de paciente diluido 1:16. 

5) Se incubó las mezclas anteriores a 37"C por dos horas. 

6) Pasadas las dos horas se pasaron las muestras a un baño de hielo. 

7) De las dilucioÁes que fueron incubadas se tomaron 0.1 mi y se mezcló 

con 0.9 mi de amortiguador. 

8) Se determinó la actividad de Factor VIII:C a las 6 mezclas incubadas. 

La curva para inhibidor de Factor VIII:C se trazó en papel 

semilogarítmico, en el cual, el porcentaje de factor residual va en la 

escala logarítmica y las unidades de inhibidor en la aritmética. 

Valor llQIIlli!J.: Menos de 4 U.B. 

Inteqiretación: 

Valores por arriba de 4 U.B., nos indica Ja presencia de inhibidor contra 

Factor VIIJ:C. Los inhibidores son producidos in vivo más comúnmente como 

anticuerpos directos contra FVIIl:C. Los autoanticuerpos contra FVIII:C 

pueden ocurrir en asociación con: a)Período post-parto b) desordenes de 

naturaleza inmunológica como Lupus eritematoso, artritis reumatoide, colitis 

ulcerativa, enteritis regional, reacciones a penicilina, etc. c) edad avanzada. 

El título de anticuerpo es determinado de la dilución de plasma que exhibe el 

50 % de inhibición. 
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Técnicas Inmunoenzimáticas 

Debido a que las técnicas coagulométricas no nos ayudaban al 

diagnóstico de la paciente, se pensó en realizar estudios con técnicas más 

sensibles como son las inmunoenzimáticas. 

Para realizar dichas técnicas fue necesario cuantificar la cantidad de 

proteína de las muestras; para ello se utilizó: 

Cuantificación de proteínas por el Método de Bradford 

(Bradford 1976) 

Fundamento: 

Es un método de cuantificación de proteínas que utiliza un colorante: 

azul brillante de Coomassie G250, el cual en solución se encuentra cargado 

negativamente, predominando la forma de color rojo. Cuando dichas cargas 

negativas se unen a las cargas positivas de las proteínas (grupos amino libres) 

en solución predomina la forma color azul que es medible a de 465 a 595 nm. 

La reacción es altamente reproducible, rápida y es esencialmente 

completa desde los dos minutos con estabilidad de color hasta de una hora. 

Detergentes. como Dodecil Sulfato de sodio (DSS) y Triton X-100 no 
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interfieren con la reacción. Es un método útil para proteínas de alto peso 

molecular. (Bradford,1976) 

~ 

Tubos de ensaye 12 X 175 cm. 

Pipetas semiautomátizadas (Pipetman-Gilson). 

Pipeta graduada de 5 mi 

~pectrofotómetro 

Reactivos 

Albúmina Sérica Bovina (ASB) 

Naa 0.15 M 

Reactivo de Bradford 

~: 

Se hizo una curva estándar para ello: 

a) Se preparó albúmina sérica bovina (ASB) 1 m~ml en NaCI 0.15 M. 

b) Se prepararon las diferentes diluciones de ASB y pusieron O, 5, 10, 

20, 30, 40,y 50 ¡.ig de prote!na en cada tubo, se aforó a 50 ¡.il con Naa 

en cada tubo. Se añadieron a cada tubo 2.5 mi de reactivo de 

Bradford. 

c) Se leyó a 595 nm la absorbencia de cada una de las muestras, como 

nos muestra la siguiente tabla: 
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Tabla 3 

Cuantificación de proteína por el método de Bradford. 

[ASBJ (µg) o 5 10 20 30 40 50 

Se pusieron 

Vol. ASB (µI) o 5 10 20 30 40 50 

Vol. NaCI (µI) 50 45 40 35 20 10 o 
Reactivo de 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 

Bradford (ml) 

Leer a595 nm 

Las muestra problemas se procesaron de la siguiente manera: 

Se hizo una dilución 1:10 de la muestra y se pusieron 2.5 y 5.0 µl de dicha 

dilución, se aforó a 50 µl. Se añadieron 2.5 mi de reactivo, se leyeron las 

muestras a_595nm y se interpoló el valor de A en la curva estándar de ASB. 

56 



Titulación de antígeno y de anticuerpo para la 
Determinación de Factor von Willebrand por el Método de 
ELISA (Macy 1988, Margni 1972) 

·Para conocer las condiciones óptimas de trabajo para la determinación , 
del Factor van Willebrand por el método de ELISA se hizo el ensayo 

siguiente. 

~: 

Placa de ELISA. 

Refrigerador. 

Pipetas semiautomátizadas (Pipetman-Gilson). 

Incubadora a 37"C. 

Reactivos: 

Bi-Car pH = 9.6. 

PBS. 

PBS-Tween 0.05% 

Albúmina 1 %. 

Primer anticuerpo: anti-Factor van Willebrand humano de conejo. 

(Immunoglobulin to human van Willebrand factor Dakopatts A082, lot. 128, 

titulo: 35 U.I.). 

Segundo anticuerpo: peroxidado anti-conejo de burro. 

ABT-S. 
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~= 

1) Se fijó el antígeno en la microplaca de ELISA, para lo cual se 

hicieron diluciones seriadas dobles de una Mezcla de Plasmas 

Nonnales (MPN), en amortiguador Bi-Car pH = 9.6, que van de: 320 

µg/ml a O µg/ml, que van de fila 1 a fila 12. Se incubo durante 2 horas 

a temperatura ambiente o bien toda la noche a 4ºC. Se puso 100 

µU pozo. 

2) Se eliminó el antígeno. Se hicieron 3 lavados con PBS-Tween 0.05%. 

3) Se pusieron 100 µl de albúmina al 1% en PBS-Tween 0.05% por 

pozo, durante 30 minutos a temperatura ambiente. Para bloquear las 

zonas de la microplaca en las cuales no se haya pegado la proteína de 

interés. 

4) Se eliminó la albúmina y se lavó con PBS-tween 0.05%, 3 veces. 

5) Para poner el Primer anticuerpo: anti-Factor van Willebrand humano 

de conejo, ( Immunoglobulin to human van Willebrand factor 

Dakopatts A082, lot. 128, título: 35 I.U.), se hicieron diluciones 

seriadas dobles del primer anticuerpo en PBS-tween 0.05%, las cuales 

fueron de: 1:500 hasta 1:64000, se colocaron 100 µl por pozo, se dejó 

durante la noche a 4ºC o bien 2 horas a 37ºC. 

6) Se recuperó el primer anticuerpo, la microplaca se lavó con PBS-
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3 veces. 

7) Se pusó el segundo anticuerpo peroxidado anti-conejo de burro 

(GAR-P para conejo). Se colocaron 100 µl por pozo, a una dilución 

de 1:8000 dej~dose 2 horas a temperatura ambiente o bien 1 hora 

a 37°C. 

8) Se lavó con PBS·tween 0.05% ,3 veces. 

9) Se reveló con ABT-S. 

En el momento de revelar se descongeló una alícuota de ABT-S en 

citrato-fosfatos, se añadió 1 µl de H,02 al 30% por cada mi de la 

solución de ABT-S, se pusó 100 µI de ABT-S por pozo, y se incubó 15 

minutos a temperatura ambiente y se leyó a la densidad óptica de 

414 nm. 
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Estandarización y Validación de la Determinación de Factor 
von Willebrand por el Método de ELISA. 

La estandarización se llevó a cabo determinando el FvW por ELISA en 

plasmas normales obtenidos de donadqres del Banco de Sangre del Centro 

Médico "LA RAZA",para los cuales se consideraron los siguientes criterios, 

para control de ciertas variantes: 

. A) Fueron obtenidos de donadores, que acudieron al Banco de Sangre 

del Centro Médico "La Raza", en donde se lleva un control exhaustivo 

en cuanto a las infecciones transmitidas por hemoderivados. 

B) Personas sanas, que no tuvieran ningún padecimiento relacionado con 

la coagulación. 

C) Preferentemente mujeres jóvenes, entre 18 y 30 años de edad, ya que 

nuestro estudio está enfocado a una mujer. 

MfilQs!Q: 

Cada uno de los plasmas se trabajaron bajo las siguientes 

condiciones óptimas de trabajo: 

1) Se cuantificó la concentración de proteína total de cada uno de los 

plasmas normales por el método de Bradford. 

2) Se determinó del FvW por el método de ELISA. antes descrito, las 

determinaciones se realizaron por triplicado considerando las siguientes 
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condiciones que se obtuvieron al conocer la sensibilidad del método con el 

ensayo anterior: 

a) La concentración de proteína utilizada para la fijación de antígeno fue 

de 10 µg/ml. 1 

b) La dilución del anticuerpo de conejo anti-FvW humano fue de 1:1000. 

e) La dilución del segundo anticuerpo peroxidado burro anti-conejo fue 

de 1:4000. 
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Electroforesis en gel de Poliacrilamida (Laemmli 1970) 

Fundamento 

Es un método de separación de alto poder resolutivo que combina la 

migración de un campo eléctrico y el tamizado molecular a través de un· gel 

de corrida. 

~: 

Placas de cristal 

Peines para muestras 

Cámara de electroforesis 

Reactivos: 

SDS 0.2% 

gel separador 

gel concentrador 

Buffer de muestra 

2-mercaptoetanol 

Soluciones para tinción de geles 

Mful!!Q: 

Se utilizaron geles planos de acrilamida-bisacrilamida en gradiente 

discontinuo de pH, descritos por Laemmli en 19~0. La polimerización y el 

proceso electroforético se realizaron con un sistema marca Hoeffer. Las 
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dimensiones de los geles fueron de 2.5 X 13 cm para el gel concentrador y de 

13 X 12 cm para el gel separador, ambos con espesor de 3 mm. Se utilizaron 

placas de cristal de 16 X 18 cm. 

1) Se limpiaron llÍs placas de cristal para electroforesis primero con SDS 

0.2% y luego con etanol, y se secaron muy bien. 

2) Se montaron las celdas para electroforesis 

3) Los geles concentrador y separador se prepararon como se indica en 

la siguiente tabla . 
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Tabla4 

Preparación de geles de poliacrilamida. 

Gel Separador concentrador 

Acrilamida 30 % 15 mi 2.8 mi 

Bisacrilamida 2 % 6 mi 1.12 mi 

TriS HCI lM pH 8.8 22.4 mi 

Tris HCI lM pH 6.8 3.5 mi 

SDS20% 300 µl 140 µl 

Agua 16 mi 20.4 mi 

Temed 30 µl 14 µl 

APS 10 % 180 µl 84 µl 

4) Se colocó entre las placas de vidrio, la mezcla del gel separador se 

dejó aproximadamente una hora y media para que gelificara a 

temperatura ambiente, posteriormente, se pusó el gel concentrador, 

se colocó el peine, el cual depende del número de muestras. En este 

caso se utilizaron peines de 10 o 20 carriles. 

5) U!!a vez que el gel concentrador gelificó se procedió a aplicar las 

64 



muestras ya preparadas. 

Preparación de muestras: 

a) Se cuantificó la cantidad de proteína de las muestras por el método 

de Bradford. 1 

b) Se pusó en un tubo eppendorf el volumen necesario para tener 100 

µg de proteína y se aforó a 50 µl con buffer de muestra de Laemmli 

(para tener una concentración 2 µg/µl). 

c) En el caso en que se tenga una muestra muy diluida es recomendable 

liofilizar las muestras, para ello es necesario colocar en un tubo 

eppendoñ la cantidad de muestra, liofilizarla y poner 50 µl de buffer 

de muestra. 

d) Las muestras se hirvieron durante 1 min y se les adicionó 

2-mercaptoetanol a una concentración final de 5% (v/v). Se aplicaron 

20 µg. Las corridas se hicieron a temperatura ambiente a 30 volts 

constantes durante el tiempo en que tardó el frente del colorante de 

las muestras en llegar a 1 cm del borde inferior del gel separador. 

e) La tinción se hizo con la solución de azul de Coomassie durante 

30 minutos a temperatura ambiente. 

f) Se destiñó con solución desteñidora. 
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Inmunoelectrotransferencia (Hans 1986) 

fundamento: 

Consiste en transferir las proteínas de un gel a papel de 

nitrocelulosa (PNC), se utilizó "Tras-Blot Transfer Medium Pure 

Nitrocellulose Membrane" Cat. No. 162-0115, Laboratories Bio-Rad. 

Método: 

1) Se pusó el baño circuladoi a enfriar a -5ºC, que contenía etanol al 

50%. 

2) Se incubó el gel con amortiguador de transferencia 30 min, 

dos veces. 

3) Se cortó el papel de nitrocelulosa (usando guantes). 

Medida del Gel 14.5 X 16 cm. 

Medida de PNC 15.0 X 17 cm. 

Medida papel Whatman 15.0 X 19 cm (2). 

4) Se pusó el PNC en amortiguador de transferencia durante 

1 h. 

5) Se pusó el amortiguador de transferencia en una charola grande. 

6) Se colocaron las rejillas, fibras Scotch, papeles filtro, PNC, y gel en 

el si_guiente orden: 
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a) Rejilla de la cámara que tiene el brazo. 

b) Fibra Scotch. 

e) Papel filtro Whatman. 

d) PNC. 

e) Gel. 

f) Segundo papel Filtro Whatman. 

g) Segunda Fibra Scotch. 

h) Segunda rejilla. 

7) Se cerraron las rejillas para fonnar un sandwich. 

8) Se presionó ligeramente el sandwich para eliminar burbujas. 

9) Se llenó la cámara con amortiguador de transferencia. 

10) Se colocó el sandwich de la manera siguiente: 

el gel orientado hacia el cátodo (-), 

el PNC orientado hacia el ánodo ( + ). 

11) Se corrió la transferencia durante 2 horas a 0.6 volts. Verificando 

que no rebase este lfmite. 

12) Se sacó el sandwich y se marcó el PNC como estaba el gel. 

19) Se guardó a -20"C el PNC entre papel Whatman. 
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Tinción de papel de Nitrocelulosa con Anticuerpo (Hans 1986) 

Fundamento: 

Consiste en la identificación de una proteína transferida a un papel de 

nitrocelulosa por interacción con un anticuerpo específico. Los complejos 

antígeno - anticuerpo formados pueden ser identificados desarrollando sobre 

él una reacción colorada de ELISA. 

Mfil!mfil: 

Placas para tinción de PNC con anticuerpos. 

Vaso de precipitado de 250 mi 

Embudo 

Papel filtro 

Probeta graduada 

Reactivos: 

PBS 

Amortiguador de Fostatos 

DAB 

NiCI 

CoCI 

H202 

Leche descremada 
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Primer anticuerpo: anti-Factor von Willebrand humano de conejo. 

(lmmunoglobulin to human von Willebrand factor Dakopatts A082, lot. 128, 

título: 35 U.I.). 

Segundo anticuerpo: Ánticuerpo peroxidado anti-conejo de burro (GAR-P). 

Método: 

1) Se marcó el papel en la parte de abajo. 

2) Se lavó el papel 3 minutos con PBS . 

. 3) El enmascaramiento de los sitios de unión inespecffica, se hizo con 

leche descremada al 3% en PBS-tween 0.05% durante 60 minutos a 

temperatura ambiente y con agitación. 

4) Se lavó 3 veces con PBS 5 minutos cada lavada. 

5) Se incubó con el primer anticuerpo, durante toda la noche a 4·C.· 

6) Se lavó con PBS 10 minutos. 

7) Se lavó con PBS-tween 0.05% 10 minutos. 

8) Se lavó con PBS 10 minutos. 

9) Se incubó con GAR-P durante una hora a temperatura ambiente. 

10) Se lavó con PBS 10 minutos. 

11) Se lavó con PBS-tween 0.05% 10 minutos. 

12) Se lavó con PBS 10 minutos. 

13) Se lavó 2 veces con fosfatos 50 mM frío, de 5 minutos cada lavada. 
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14) Se incubó con buffer de preincubación ( DAB+NiCl+CoCl+H20), 

para tener las condiciones fisicoquímicas (pH=?.O) para que se lleve 

acabo la reacción. 

15) Se incubó con DAB+NiCo+H20+H202 10 minutos a temperatura 

ambiente 4 mi por tubo o carril. 

16) Se lavó con agua 4 veces . 

. , 17) Se pusó el papel en papel filtro para secar , y se guardaron los 

papeles secos. 
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RESULTADOS 

En mayo de 1989 se tuvieron los datos hemostáticos iniciales de la 
1 

paciente en estudio, los cuales se muestran en la tabla 5. 

Tabla 5 

Resultados de Pruebas Basales de Coagulación 

Pacieme 

MPN' 

TP (IP) 1 TI" (seg) ITPa' CPN' 1:2 
(seg) (seg) 

0.95 27.4 117.6 70.7 

28.4 37.0 

TP1 Tiempo de Protrombina en Indice de Protrombina. 
TI" Tiempo de Trombina. 

TfPa' Tiempo de Tromboplastina Parcial activada. 
CPN' Corrección con plasma nonnal. 
MPN' Mezcla de plasmas nonnales. 

CPN 1:4 
(seg) 

67.7 

Periódicamente se realizaron dichas pruebas coagulométricas para 

control de la paciente. 
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Se hicieron las pruebas que nos ayudaron a valorar los factores más 

importantes de la primera fase de la coagulación ( Vlli:C, IX, XI, XII, 

Precalicreinas, KMHM ), posteriormente se hizo la determinación de inhibidor 

contra FVIII:C, resultando positivo de 60 U.B. 

Los resultados se muestran en la tabla No. 6 

Tabla 6 

Resultados de Pruebas Especiales de Coagulación 

Determinación de: Paciente Valor Normal 
(%de Actividad) (% de Actividad) 

Factor Vl/l:C <l.0% 50.0 a 150.0 

Factor IX 90.0% . 
factor XI 75.0% " 
Factor XII 50.0% " 

Factor von Wllkbrand 50.0% . 
por Aglutinación. 

Precallcre(nas 420% " 
lnhibidor contra 60.0 U.B.' <de 4 U.8. 

FVlll:C 

U.B. 1 Unidades Betbesta 
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A la paciente se le hicieron en colaboración con Banco de Sangre C.M. 

"La Raza" las pruebas más importantes para evaluar la enfermedad de von 

Willebrand y descartar que la paciente tuviera dicha enfermedad, los 

resultados se reportan ~n la Tabla 7. 

Tabla 7 

Resultados de Pruebas que valoran la Enfermedad de von Willebrand 

Determinación de: Paciente Valor Normal 

No. Plaquetas 119,()()() plaq /mm' 200. ()()() a 400, 000 
p/aq/mm' 

Tiempo de Sangrado 3 mln 55 seg. 2·7mln. 

Agregación P/aquetaria 100 % en 1'00" 95 % en 4'00" 
conADP 

Agregación Plaquetaria 90 % en 5'00" 100 % en 4'00" 
con AdrenaUna 

Agregación P/aquetaria 90 % en 4'00' 100 % en 1'00" 
con Ristocetina 

Fragilidad Capilar sin petequias sin petequias 
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Para descartar que la paciente tuviera alguna enfermedad autoinmune 

o LES, se procedió a hacer las siguientes pruebas realizadas en los 

Laboratorios de Inmunología, Genética y en Banco de Sangre del CM "La 

Raza", cuyos resultados se muestran en· la tabla No. 8. 

Tabla 8 

Resultados de Pruebas que valoran una Enfermedad autoinmune o LES 

Paciente Valor Nonnal 

Brlsqueda de anlicuerpru Negativo Negativo 
anti-nucleares para LES' 

Prueba de VDRL Negativo Negativo 

Detenninación de lgG 1178mg% 784-1930 mg% 

Detenninaclón de lgM 135mg% 118-434mg% 

Detenninación de JgA 159mg% 73-436mg% 

Detenninaclón de C 1 61 mg% 

Detenninación de C , 18mg% 

Cariotipo: XX-46 por XX-46 M:XX-46, H:XY-46 
bandas G. 

LES' Lupus Eritom~soso Sistémico 

Para control de la paciente se hicieron las pruebas de laboratorio 

mfnimamemte una vez por mes, como se muestra en la figura 3. 
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Figura3 
Determinación de la actividad del FVlll:C 
y la presencia de inhibldor contra FVlll:C. 
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Se hizo un estudio a los padres de la paciente de las pruebas más 

importantes de coagulación, como lo muestra la Tabla 9: 

Tabla 9 

Resultados del Estudio de fos Padres de la Paciente 

DetennlnacMn de: Padre Madre 

TP' (IP) 1.24 1.25 

TI" (seg) 28.8 29.l 

TTPa' (seg) 529 40.0 

FVIll:C' 620 100 
(%act.) 

TP' Tiempo de Prolrombina en Indice de Protromblna. 
lT' Tiempo de Trombina. 

1TPa' Tiempo de Tromboplastina Parcial activada. 
FVIIl:C' Dctenninación del FVIIl:C en % de actividad 

MPN' Mezcla de plasmas nonnales. 
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Cuantificación de la concentración de Proteina por el 
Método de Bradford. 

La proteína total fue cuantificada en cada una de las muestras de plasma 

por el método de :áradford. Los resultados obtenidos de la cutva de 

calibración se visualizan en la Figura 4. 

! 
111 .. 

< 

i-1na¡pg 

Flgura4 
Cuiva de c:allbracl6n para 

determinar protelna por Bradford 

Los parámetros de la cutva de calibración fueron: 

a= -0.002 b= 0.020 r=0.999 

Donde se obsetva que el comportamiento de la línea es el de una recta 

cuya ecuación es: y = ax + b. 
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Determinación del Factor von Willebrand por el Método de 
ELISA. 
Estandarización del Método de ELISA 

Para determinar al factor von Willebrand por el método de ELISA fue 

necesario Ja estandarización de dicho método para conocer Ja cantidad de 

proteína que nos detecta Ja dilución mínima de anticuerpo. 

Los resultados obtenidos en el ensayo de la estandarización de la 

determinación del FvW por el método de ELISA se muestran en la figura 5. 

~ ... 
<i: 

0.4 1::100 

1:1000 

0.3 1:.2000 

0.2 

0.1 

o.o_,_ ___________ _,.., 

o 50 100 150 200 250 300 350 400 450 

[Protefna) µg 
Figura 5 

:u::,•~J/i'l:b','!;:~mC"o'3.d=nar:l6n 
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Validación de la Determinación del FvW por el Método de 
EUSA 

Todas las muestras de plasma fueron obtenidas y procesadas de la misma 

manera, en cada uno d~ los plasmas se cuantificó la cantidad de proteína total, 

la cual varió entre 41.9 y 107 µg\µl. 

Posteriormente, se determinó el FvW en cada uno de los plasmas de 

acuerdo a los condiciones de trabajo establecidas, cada determinación se 

realizó por triplicado, se aplicaron métodos estadísticos y los resultados son 

mostrados en la tabla No. 10, con los cuales se conformó la figura No. 6. Se 

consideró como testigo negativo: un plasma depletado de FVIII:C; como 

testigo positivo: un concentrado de FVIII:C. 
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Tabla 10 

Validación de la Determinaci6n del FVW por ELISA 

MP "'·- MP "'·- MP 
.... _ 

MP .... _ 
t- º·ººº 19 0.114 41 0.139 63 0.137 

t+ 1.254 20 0.127 4·2 0.216 64 0.183 

p 0.190 21 0.137 43 0.121 65 0.253 

1 0.475 22 0.116 44 0.158 66 0.201 

2 0.315 23 0.153 45 0.155 67 0.138 

3 0.333 24 0.163 46 0.220 68 0.158 

4 0.303 25 0.265 47 0.196 69 0.175 

5 0.400 26 0.184 48 0.205 70 0.215 

6 0.266 27 0.201 49 0.120 71 0.186 

7 0.325 28 0.186 50 0.275 72 0.209 

8 0.354 29 0.192 51 0.204 p 0.235 

9 0.223 30 0.194 52 0.200 t- o.ooo 

10 0.213 31 0.247 53 0.181 t+ 1.520 

11 0.231 32 0.232 54 0.154 73 0.255 

12 0.407 33 0.212 55 0.190 74 0.235 

13 0.352 34 0.185 56 0.185 75 0.231 

14 0.361 35 0.173 57 o.1ee 76 0.295 

15 0.201 36 0.178 58 0.216 77 0.262 

16 0.260 37 0.172 59 0.160 78 0.311 

17 0.233 38 0.196 60 0.216 79 0.282 

18 o.246 39 0.182 61 o.12s so 0.244 

p 0.141 40 0.157 62 0.100 

HP1 muestra de plasma normal 
t+ 1 testigo Positivo (concentrado de FVIIUC) 

t- a teatigo negativo (plaama depletado de P'VIII1C) 
P 1 plasma da la paciente 

A 414 "• 1 absorbencia a 414 nm 
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Flgura6 
Determinación del FvW por el método de 
EUSA en plasmas normales. 

Una vez que se estandarizó el método se procedió a realizar la 

determinación del FvW por el método de ELISA en el plasma de la 

paciente de estudio, los resultados obtenidos se muestran en la 

siguiente tabla: 
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Tabla 11 
Determinación del FvW en el plasma de la paciente por el método de 

EUSA. 

No. Detmninacl6n A 414nm 

l 0.190 

2 0.141 

3 0.20() 

])ichos resultados se incorporaron en la figura anterior, obteniéndose Ja 

figura 7. 

• Plasma normal .. • Plasma del paciente 

0.4 o o 

0.1 

·. 
if'o o o o oº o 

No. de muestra 

o 
"o 

o o 

"' , 
-

Figura 7 
Oelsrmlnaclón del FvW por el método de 
en plasmas nonnales y de la paciente en 
estudio. 
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Determinación del FvW por lnmunoelectrotransferencia. 

El otro método utilizado para determinar FvW en plasma fue el ensayo 

de Inmunoelectrotransferencia Primeramente, se hizo un corrimiento 

electroforético en el ~al se analizaron las proteínas de un MPN, en geles de 

acrilamida-bisacrilamida al 7.5 %. 

Se corrieron diferentes concentraciones de proteína total que fueron de 

20 a 2.5 µg por carril y el gel obtenido se transfirió a un papel de nitrocelulosa 

(PNC). Cada uno de los carriles fue recortado y posteriormente expuesto al 

anticuerpo anti-FvW a una dilución 1:500, después se pusieron en contacto con 

el anticuerpo peroxidado y revelado con diaminobencidina. 

El mismo procedimiento se realizó con el plasma de la paciente y 

con un grupo de plasmas normales previamente probados por el método de 

EUSA. En la figura siguiente se observan los resultados obtenidos. 
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Figura a 
Determinación del FyW por 
inmunoelectrotransferencia 

carril a: Marcadores de P.M. 
carril b : control positivo. 
carril e : control negativo. 
carriles d y e : plasma de la paciente. 
carriles del f al q : plasmas normales. 
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Con los marcadores de peso molecular se hizo una cuzva con las 

distancias de migración, contra el logaritmo del P.M. de los marcadores de 

referencia, cuyos resultados se muestran en la Tabla No. 12 y en la figura 9. 

Marcador de P.M. 

MicJina 

fl'flllaclosldasa 

Fmforllasa 

ASB 

Ovoa/Mmlna 

Anhydrtua carMnlca 

Tabla·12 
Marcadores de Peso Molecular 

kDa Distancia reconida 
(cm). 

205 0.5 

116 1.0 

97 23 

66 29 

45 4.3 

29 6.2 
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.. 
Olebinc:la l'9COllldll (an) 

Figura 9 

Oet81mlnlCl6n de Pesos Moleculanls. 

En el gráfico obtenidó se interpolaron los valores de distancias recorridas 

de las bandas identificadas por el anticuerpo, obteniéndose pesos moleculares 

aproximados de: 154, 150, 118, y 91 kDa. 

Sin embargo, cuando se reali7.ó un segundo inmunoblot con plasmas 

obtenidos cinco meses después, no se encontró diferencia entre el plasma de 

la paciente y los normales, como se muestra en la siguiente figura. 
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Figura 10 
Determinación del FvW por 
inmunotransferencia. 
Carril a: Marcadores de P.M. 
Carril b : Control positivo 
Carril e : Control negativo 
Carril d : Plasma de la paciente 
Carril e al 1 : Plasmas normales 
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DISCUSION 

En esta tesis hicimos un estudio prospectivo de un caso clínico poco 

frecuente, ya que desde que se inició el Setvicio de Hematología hasta la fecha 

no se había encontrado un caso de características similares, se trató de una 

mujer de 19 años que presentó deficiencia de FVIII:C adquirida por presencia 

de algún inhibidor provocada, posiblemente, como una respuesta a la ingesta 

de anticonceptivos orales. 

La paciente cuando ingresó al H.E.C.M. "La Raza" tuvo un cuadro 

clínico manifestado por tendencias hemorrágicas que se presentaron en forma 

de equimosis en miembros superiores que aparecieron en forma espontánea. 

En el laboratorio encontramos un TIPa prolongado que no corrigió con 

plasma normal, FVIII:C de menos de 1 % de actividad, por lo tanto la 

paciente presentó una deficiencia de actividad del FVIII:C. 

La deficiencia de FVIII:C, se encuentra relacionada con diferentes 

síndromes principalmente, la hemofilia A y la Enfermedad de van Willebrand. 

Debido a que la paciente no tuvo ningún antecedente heredo-familiar 

relacionado con su padecimiento, y su cariotipo fue normal, no pud6 haber 

sufrido una hemofilia clásica, ya que White (Whitc 1989) reporta que la hemofilia 

clásica es un desorden recesivo ligado al sexo, expresada en hombres, 

fungiendo la mujer como portadora de la enfermedad, la cual la padece a nivel 
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congénito en el caso de ser hija de padre hemoffiico y madre portadora, por 

lo que la paciente presenta una deficiencia adquirida de FVIII:C. 

Es importante considerar que debido a que presentó una deficiencia 

severa de FVIll:C se esl>eraba clínicamente que tuviera sangrados muy severos, 

como lo reporta Kasper (Kasper 1985) que dice: "que para el propósito clínico 

la deficiencia del FVIII:C es clasificado como severo (menos del 1%), 

moderado (1 a 5%) y leve (5 a 30%) de acuerdo al % de la actividad del 

FVIII ensayado en plasma normal". Schulman (Schulman 1984) dice: "que las 

manifestaciones clfnicas incluyen sangrado espontáneos en articulaciones, 

músculos y cerebro; un sangrado leve pero prolongado a la menor cortada y 

sangrado severo en laceraciones". Los sangrados espontáneos son limitados 

generalmente a pacientes con menos del 5% de actividad del FVIII:C, lo cual 

no ocurrió en la paciente, con excepción del cuadro agudo que presentó al 

principio, ella siempre permaneció asintomática. 

Posteriormente se detectó in mm la presencia de algún inhibidor contra 

FVIII:C de 60 U.B. por lo que, pensamos que la deficiencia de FVIII;C era 

provocada por la presencia de inhibidor, como lo reporta Ratnoff (Rafnoff1987), 

que dice: "que en el caso de presencia de inhibidor contra FVIII:C, la prueba 

de tTPa puede mostrarse anormal, las diluciones seriadas del plasma del 

paciente con un plasma normal puede demostrar una prolongación de un 
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control de Tl'Pa normal". Lo cual concuerda con nuestros resultados. 

A los 4 meses ya no se detectó in yitro el inhibidor, subiendo un poco 

el nivel de actividad de FVIll:C, manteniéndose en entre 4 y 9 % durante un 

año, lo cual es factible ya que Ratnoff (33), reporta que: "aproximadamente el 

10 % de los inhibidores espontáneos contra FVIIl:C pueden desaparecer y 

regresar sin terapia especifica y un 45 % desaparecen en asociación con 

esteroides y otras terapias". 

Slocombe (Slooombe 1981) reporta: "que el inhibidor solo puede ocurrir en 

pacientes con hemofilia clásica, usualmente en ancianos y espontáneamente en 

mujeres después del parto. Estos son asociados con neoplasias, desordenes 

autoimnunes tales como artritis reumatoide y LES". También ha sido descrito 

el caso de anticuerpos desarrollados por antibióticos como la penicilina; por 

lo que era importante descartar que la paciente tuviera un enfermedad 

autoinmune como es LES, para lo cual se determinó inhibidor lúpico, 

determinación de anticuerpos antinucleares para LES y la prueba de VDRL, 

las cuales resultaron negativas, por lo que, consideramos que el padecimiento 

de la paciente no se encontraba vinculada con la presencia de anticuerpos 

antifosfol!pidos o LES. Descartamos la posibilidad de que nuestra paciente 

tuviera enfermedad von Willebrand en una forma ~lásica, ya que su tiempo de 

sangrado fue normal, y los estudios para valorar agregación plaquetaria se 

90 



encontraron dentro de los valores normales. Corroborándose con la 

bibliografía que establece, que dicha enfermedad se caracteriza por una 

deficiencia del FVW detectada in vivo por un tiempo de sangrado prolongado 

e in mm por una redJcción en la agregación plaquetaria con el plasma de la 

paciente en presencia de ristocetina. 

El conjunto de resultados nos condujó a pensar que la sintomatologfa 

que presentaba la paciente posiblemente se debía a una deficiencia adquirida 

de FVUI por presencia de algún inhibidor. 

Aunque con los estudios realizados no podíamos ayudar a definir 

clínicamente el padecimiento de la paciente, ya que los métodos 

coagulométricos por ser pruebas de punto final miden únicamente la actividad 

funcional del FVIII:C y pueden tener interferencias, además de que nos 

interesaba saber sf el FVUI:C además de su baja actividad, también se 

encontraba bajo a nivel fisicoquímico, es decir, sí existía una deficiencia 

molecular de esta proteína. Asimismo poder esclarecer si las posibles causas 

de la deficiencia de dicha proteína; 

1) Disminución en la síntesis proteíca 

2) Disfunción de la proteína 

3) Presencia de anticuerpo contra FVIII:C no detectable por la técnica común. 
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Por ello, se pensó en hacer estudios basados en métodos más sensibles 

como son los inmunoenzimáticos. 

Para lo cual era necesario considerar primero la necesidad de un 

anticuerpo, no se conds con el anticuerpo anti-FVIII:C y la produción de 

dicho anticuerpo no fue posible, debido a, que se tienen problemas como son 

la purificación de la proteína, para lo cual hay que considerar: la concentración 

en plasma del FVIll:C es extremadamente baja y está en combinación con una 

marcada tendencia a degradación proteolítica. Como lo establece Vehar y 

David (Lavcrgne 1976) que obtuvieron 400 µg de FVIII:C de bovino a partir de 

250 1 de plasma de bovino. 

Por lo que como alternativa se contó con el anticuerpo anti-FvW 

humano de conejo. 

Se considero medir el FvW en el plasma de la paciente por el método 

de ELISA e lnmunoelectrotransferencia Para la determinación de ELISA 

previamente se hizo una titulación de anticuerpo y antígeno para establecer las 

condiciones de trabajo para la determinación del factor por dicho método. 

Bajo dichas condiciones se realizó la validación y estandarización de la 

determinación del FvW por el método de ELISA. Para ello se contó con 

muestra de plasmas de pacientes normales que acuden al Banco de Sangre del 

C.M. "La Raza" en donde se tomo de mujeres jóvenes, sanas que 
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aparentemente no presentaban ningún problema de coagulación.Todas las 

muestras fueron tomadas, procesadas y conservadas de la misma manera. 

Los valores normales para la determinación del FvW por el método de 

ELISA se encontraron dentro del intérvalo de absorbencia de 0.115 a 0.475. 

Los valores de absorbencia de nuestra paciente podríamos decir que 

entran dentro de los valores inferiores normales. 

En diciembre de 1990 se realizó una inmunoelectrotransferencia. Primero 

realizamos una curva de una MPN para saber la cantidad óptima de proteína 

en cada carril (20 µg). Se observó que el anticuerpo anti-FvW reconoció 4 

bandas de peso molecular de: 154, 150, 118, 91 kDa. Luego se corrió el plasma 

de la paciente y de plasmas normales encontrándose el caso de la paciente su 

FVW se encuentra ligeramente mas tenue, pero al hacer el estudio 

comparativo con la curva de MPN se observó que se encuentra 

aproximadamente en un 50 % el FvW de la paciente por lo que se encuentra 

dentro de los valores normales inferiores, lo cual se corrobora con la actividad 

determinada por aglutinación, (50% de actividad), asimismo hay relación entre 

la concentración del FvW con su actividad. 

Se repitió el ensayo en abril de 1991 encontrandose que el FvW de la 

paciente tiene el mismo comportamiento en que el de los pacientes normales. 

Lo cual se corroborra con su actividad de FVIII:C se encuentra normal 140 % 
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de actividad. 

Finalmente debemos establecer que la paciente al ingerir anticonceptivos 

orales, estos posiblemente produjeron en su organismo la aparición de 

inhibidores del FVUI, ~reduciendo disminución de dicha proteína en plasma, 

Pero no se normalizó .la actividad del factor, .lo cual se ha reportado en 

algunos casos. 
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CONCLUSIONES 

A partir de los resultados obtenidos conclufmos que la paciente presentó 

una deficiencia adquirida leve del Factor van Willebrand, la cual recupera 

posteriormente, lo cual se comprobó al analizar fisicoquimicamente dicho 

factor de la paciente por el método de ELISA e inmunoelectrotransferencia. 

Asimismo que la paciente tuvó una disminución de la actividad funcional 

del FVIII:C, debido a la presencia de un inhibidor, que es un anticuerpo 

contra dicha proteína, comprobado por técnicas coagulométricas. 

Se realizó la estandarización y validación de la determinación del FvW 

por el método de ELISA. 

Las técnicas implementadas tienen una sensibilidad mas alta que las 

convencionales para el estudio de dicho paciente. 
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PERPECTIV AS: 

Producir un anticuerpo anti-factor VIII:C y realizar técnicas 

inmunoqufmicas para esclarecer sf tiene una deficiencia de dicha proteína. 

Asimismo sf existe una anormalidad fisÍcoqufmica. 

Realizar estudios que nos corrobore que en ella se realizó un 

desord~n inmunológico provocado por la ingesta de anticonceptivos orales, 

para ello se realizarían las siguientes alternativas: Realizar un estudio 

farmacológico del anticonceptivos oral (fRINORDIOL) utilizando como 

modelo de experimentación ratas, a las cuales se les adminstraría dicho 

medicamento para observar si produce efectos adversos, específicamente del 

sistema de coagulación, o bien, si hay alguna alteración en su sistema 

inmunológico; esto a que produzca alguna alteración que desencadene un 

proceso autoinmune y el desarrollo de auto-anticuerpos. 

El otro estudio sería con células de la paciente, por ejemplo; 

cultivar sus linfocitos e inducir .in Yi!rQ el contacto con el medicamento y 

observar como es el comportamiento, si existiera una respuesta del desarrollo 

de anticuerpos contra las proteínas de la coagulación, si hay tal respuesta 

realizar caracterliición de dichos anticuerpos. 

Como experiencia al encontrarse en un futu.ro con un caso similar 

es importante considerar: el tomar una muestra inicial muy grande, 
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y conservarla hasta el final del estudio especialmente cuando se tiene su fase 

aguda, para realizar todos l~ estudios pertinentes tanto coagulométricos, como 

inmunológicos, as( como pruebas de caracterización molecular para ayudar al 

médico a establecer un1diagnóstico de la enfermedad y con ello un tratamiento 

adecuado de la paciente. 

Es importante fomentar las interacciones: Facultad, Instituciones 

Hospitalarias y Centros de Investigación, lo cual es de suma importancia para 

nosotros, ya que si existe la interacción Facultad-Institución Hospitalaria

Centro de investigación, se verían los requerimientos de conocimientos 

necesarios para el desarrollo. profesional en este caso de los Qu!micos en el 

área hospitalaria, lo cual nos serviría como base en la Elaboración de Planes 

de Estudios. 

La interrelación C"..entros de Investigación- Instituciones Hospitalarias, es una 

de las más importantes, ya que con ello se cubrirían las demandas que 

pudieran tener cualquiera de ellas y con ello poder brindar al paciente un 

diagnóstico más certero y con ello el tratamiento adecuado. 
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APENDICE DE SOLUCIONES. 

Acrilamida :ill .Pk 
I 

Acrilamida (Serva 10675) 

Agua bidestilada 

Resina RG-501-XB (Bio-Rad 142-6424) 

Disolver la acrilamida en 800 mi de agua, posteriormente 

aforar a 1 lt. Desionizar la acrilamida con la resina RG-501-XB 

durante 1 hora con agitacion continua. Filtrar por papel filtro 

Whatman no. 40, posteriormente por membrana 0.22µ. Alicuotar, y 

almacenar en refrigeración. 

Albúmina l m¡ ~ ml 

Albúmina (Sigma) 

Naa 0.15 M (Baker) 

Pesar la albúmina y disolverla en 10 mi de Naa 0.15 M, 

guardar a - 21l°C. 

109 

300g 

11 

lOg 

lOmg 

10 mi 



Albúmina 1.22 ~ PBS-Tween 

Albúina (Sigma) 

PBS-Tween 0.05% 

Disolver la albúmina en los 10 ml de PBS{fween 0.05%. 

Arnorti¡™ador Bloqueador 

Leche descremada("Sveltes") 

PBS-tween 0.05% c.p. 

Disolver 3 g de leche descremada con PBS-tween 0.05% y 

aforar a 100 mi. 

Arnortj¡uador ~ ~ ~ mM ~ .M 

H3P0.1M 

Agua bidestilada 

0.1 g 

10 mi 

3g 

100ml 

50 mi 

11 

Se adicionan los 50 ml de H3P04 a 900 ml de agua, se ajusta 

pH = 7.4 con NaOH 10 N. Aforar a 1 litro. Guardar en refrigeración. 

110 



Bi:Qu: pH=9.6 

Na, C03 anhidro granular (Baker) 

NaHC03 anhidro (sigma) 

Agua bidestilada 

1.56 g 

2.93 g 

11 

Las sales se disuelven en 800 mi de H,O, se ajusta el pH=9.6 y se afora 

a 1 litro, guardar a temperatura ambiente no más de 2 semanas. 

Aroorti¡uador sk ~ 1X ~ Jll!lll!!ra 

sos 20% 

Tris 1 M, pH 6.8 

Glicerol 

Rojo de Fenal 

Agua bidestilada c.b.p. 

Disolver el rojo de fenal en agua bidestilada, con el Tris 1M, 

30ml 

12.5 mi 

10ml 

1 g 

lOOml 

pH=6.8, y el glicerol, se ajusta pH, finalmente se agrega el SOS y se afora a 

100 mi con H20. Guardar a temperatura ambiente. 
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Ami:>rti&11ador ~ Transferencia 

TriZina-Base 

Glicina 

Metanol (grado reactivo) 

14.5 g 

67.0 g 

1200 mi 

Disolver el Trizma-base y Ja glicina en agua bidestilada, ajustar el 

pH=B.3, aforar a 4 litros, posteriormente añadir 1200 mi de metanol y 

finalmente .aforar a 6 litros. Se necesitan aproximadamente 7 litros de 

amortiguador por cada corrida. 

Bjs-Acrilamjda 2 .%. 

Bis-accilamida (Bio-Rad 161-0201) 

Agua bidestilada 

Resina RG-501-XB (Bio-Rad 142-6424) 

Disolver la Bis-acrilamida en 800 mi de agua, posteriormente 

aforar a l lt. Desionizar la acrilamida con la resina RG-501-XB 

durante 1 hora con agitacion continua. Filtrar por papel filtro 

Whatman no. 40, posteriormente por membrana 0.22µ. Alicuotar. 

Almacenar a 4ºC. 
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20 g 

11 

10 g 



!d!.ratQ ~ ~ ~ .'&. 

citrato de sodio (Baker) 

agua bidestilada 

Disolver el citralo de sodio en el agua, aforar a 100 mi. 

Filtrar a través de papel filtro Whatman no. 4 . Almacenar a 4ºC. 

Cloruro de calcio 

Agua bidestilada 

Pesar el CaCl2 y disolverlo en los 1000 mi de agua 

3.8g 

lOOml 

2.77 g 

11 

bidestilada, una vez aforada la solución filtrarla através de papel filtro 

whatman No. 4. Almacenar a 4ºC. 

cloruro de sodio (Baker) 

Agua bidestilada 

9g 

11 

Pesar los 9 gramos de NaCI y disolverlos en agua bidestilada, y la 

solución pasar a un matraz aforado de 1 litro. filtrar através de membrana de 

nitrocelulosa de poro de .22 µ. Poner en alicuotas. Guardar en 

refrigeración. 
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Colorante de aeveland m!m rin9Qn de ¡eles. 

~ J;!l!m tefüG 

Metano! 

Acido acético 

Azul de coomassie 

Agua bidestilada c.p. 

~ desteñidora. 

500ml 

lOOml 

lg 

lOOOml 

Alcohol metílico puro (REASOL) 

Acido acético 

Diaminobencidina ~ 

DAB 

(Final] 

50% 

10 % 

0.1 % 

Amortiguador fosfatos 50 mM, pH=7.4 

150ml 

300ml 

[Final] 

5% 

10% 

50mg 

100 mi 

Se disuelve la DAB en el amortiguador y se agita durante 40 minutos 

antes de utilizarse y se filtra a través de papel Whatman. 
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~ fil!l.fl!!2 ~sodio~~ 

SDS (sodium Lauryl sulphate Bio-Rad ) 

Agua bidestilada 

20 g 

lOOml 

El SDS se disuelve poco a poco, evitando que se haga espuma, se 

afora a 100 mi y se almacena a temperatura am~iente. 

~!1.2!& 

SDS 20% 

Agua bidestilada 

1 mi 

100 mi 

Realizar una dilución 1:100 de la solución SDS 20%. Guardar a 

temperatura ambiente. 

~~amonjot% 

Oxalato de amonio 

Agua bidestilada 

Disolver el oxalato de amonio en los 100 mi de agua, 

filtrar a través de papel filtro. Hay que filtrar cada vez que se 

va a utilizar. Guardar en refrigeración. 
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lg 

100ml 



Persulfato sk .!!lllQnig ~ 

APS (Bio-Rad Laboratories) 

Agua 

Disolver Jos 100 mg de APS en un mi de agua bidestilada. 

Guardar a 4ºC. 

lX 5X 

lOOmg 500mg Azul de coomassie G-250 (PIERCE) 

Etanol 95% (Baker) 50 mi 250ml 

Acido orto-fosfórico (Merck) 

Agua bidestilada c.p. 

100 mi 500 mi 

1000 mi 1000 mi 

Disolver el azul de coomassie en el etanol, añadir el ácido 

orto-fosfórico, aforar a un litro con agua bidestilada. Filtrar en un 

embudo con filtro No. 50. 
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lOOmg 

1 mi 



~tOX 

NaCI 80 g 

KCI 2g 

Na2HPO, dibásico 11.5 g 

KH1PO, monobásico 2g 

Agua bidestilada 11 

Se disuelven las sales en agua bidestilada, se mide pH y se afora a 1000 

mi, se filtra por 0.22 µm y se guardar a temperatura ambiente. 

~!X 

PBS lOX 

Agua bidestilada 

PBS-Tween~ 

Tween 20 

PBS 

Agregar 0.5 mi de tween 20 a 999.5 mi de PBS y mezclar muy bien. 
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lOOml 

11 

o.s mi 

11 



~ lM ¡ili .=.u 
Tmma Base (Sigma T-1378) 

Agua bidestilada 

Pesar el tmma base y disolver en 800 mi de H 20 bidestilada 

ajustar el pH = 8.8 con HCI concentrado, afo~ a 1 litro. Filtrar 

por membrana 0.22µ poner en alicuotas de 200 mi. 

Guardar a 4ºC. 

Im:lliJ lM ¡ili .=. M. 

Tmma Base (Sigma T-1378) 

Agua bidestilada 

Pesar el tmma base y disolver en 800 mi de H 20 bidestilada 

ajustar el pH = 6.8 con HCI concentrado, aforar a 1 litro.Filtrar 

por membrana 0.22µ poner en alicuotas de 200 mi. Guardar a 4ºC. 
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121.l'g 

11 

121.1 g 

11 
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