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INTRODUCCION
Antecedentes

La hemofilia A'y ja enfermedad de von Willebrand (EvW) son los
desordenes mis comunes en la coagulacién de la sangre. La hemofilia A
ocurre con una frecuencia de 1 en 10,000 individuos (Gordon 1980, Chan 1989,
Higuchi 1989).

La hemofilia A es un desorden hemorragico congénito recesivo ligado
al sexo causado -por una deficiencia o anormalidad del Factor VIIL:C
(FVIILC), llamado originalmente Factor antihemofitico, 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 normal de ia madre. Las
hijas de hemofilicos son portadoras obligadas. Fenotfpicamente pacientes con
hemofilia son deficientes en FVIILC. Esta deficiencia varia de < 1% hasta
50% (White 1989).

Estudios inmunolégicos han establecide que el defecto de Ia coagulacidn
en la hemofilia A esté asociado la sintesis de una molécula inactiva de
FVIIL:C, sin embargo, la actividad de Factor von Willebrand (FvW) es normal

(Hoyer 1981).



Las bases moleculares de la Hemofilia A han sido descritos en varios
pacientes, las cuales incluyen delecién de genes, inserciones y mutaciones
puntuales (Higuchi 1989).

En 1926 Erik von Willebrand; un profesor alemdn describe la
enfermedad hemorrigica congénita que leva su nombre después de que
estudid a varios miembros de una familia de Foglo, una isla del Archipiélago
Aland ;tn el golfo de Botnia (Zaverio 1987).

Cuarenta y cinco afios después, en 1971, la protefna deficiente en la
cnfermedad de von Willebrand (EvW) es conocida como Factor von
Willebrand (FvW). Debido a que dicha proteina fue detectada
inmunolégicamente fue llamado Factor VIII antigeno relacionado
(FVIILAgR). Sin embargo este concepto relacionado es vélido hasta que el
FWy FViII:C se unen no covalentemente para formar un complejo en la
sangre (Zaverio 1987).

EL FvW e¢s una protefna disminuida o alterada en la EvW, caracteristica
autosémica dominante que afecta a hombres y mujeres (Fulcher 1982, Murray 1991).

En la EvW la actividad del FVIIL:Cy la actividad del FYW se encuentran
disminuidas. Lo que corrobora que estas dos proteinas se encuentran asociadas
en plasma (Gordon 1980 Hoyer 1972).

El fenotipo cifnico de la EvW sugiere heterogeneidad patogenética



significativa. La EvW tipo I y II son caracterizadas por anormalidades
cualitativas con ausencia consistente de formas multiméricas de alto .peso
molecular del FvW (Murray 1991).

En la EvW tipo 1T B el FvW muestra una falta de grandes multfmeros,
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 (Goudermand 1988).

La enfermedad de von Willebrand adquirida (EvWA) es un sindrome

- que en contraste con la enfermedad de von Willebrand clésica ocurre en
pacientes sin una historia familiar previa de tendencias hemorragicas. Las
anormalidades aparecen debidas a defectos cualitativos o cuantitativos del FvW
(Goudermand 1988).

También se han reportan casos de EVWA por presencia de un inhibidor
de la unién del FvW a plaquetas inducido por ristoceting y por trombina,
(Goudermand 1988).

La variante tipo II de la enfermedad von Willebrand adquirida es
caracterizada por la ausencia de multimeros de alto peso molecular

(Goudermand 1988).
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Generalidades

La hemostasia es un proceso equilibrado disefiado para mantener la
fluidez de la sangre dentro de los vasos sanguineos, ayuda en la reparacién y
evita la pérdida de sangre cuando hay dafio vascular. La hemostasia involucra
la interaccién de los siguientes sistemas que nos muestra la tabla 1:

(Gonias 1986, Veldzco 1991).
Tabla 1

Sistemas involucrados en fa Hemostasia (Gonias 1986, Veldzco,1991).

Sistema:

Vascular
Plaquetario
De la coagulacién
Fibrinolitico

W N e

Una vez que se rompe un vaso, hay vasoconstriccién, la cual es
controlada por impulsos nerviosos mediados por reflejo ax6nico, €l propésito
de la vasoconstriccién es reducir el flujo sanguineo en la zona afectada

(Gonias 1986).

Posteriormente debido al estimulo que ofrece la colagena expuesta en
el sitio del dafio vascular, las plaquetas circulantes se adhieren y agregan a la

coldgena del endotelio del vaso dafiado liberando: Adenosin difosfato (ADP),
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Trombina, tromboxano A, y Serotonina, cuyo papel es reforzar la agregacién
de las plaquetas hasta llegar a la formacién de un trombo ﬁlaquetario, el cual
detiene en forma momentfinea la pérdida de sangre simultineamente

reforzado por la formdcién de fibrina (Gonias 1986, Velszeo 1991).

Sistema Vascular

Los vasos sangufneos ademés de contener la sangre, participan en el
mecanismo hemostético con vasoconstriccién local y la exposicién de la
colagena del endotelio que conduce a la adhesifn y agregacién plaguetaria
(Gonias 1986).

El subendotelio de la pared de los vasos sanguineos contienen colégena,
elastina, glucosaaminoglucanos y proteoglucanos (Cormack 1983),

La adhesién de las plaquetas a la coldgena es el primer paso en el

proceso hemostético cuando un vaso sangufneo es danado (Morton 1989).
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Sistema Plaquetario

La funci6n de las plaquetas puede dividirse en varias fases especificas:
1) Adhesién plaquetaria
2) Agregaci6n Plaquetaria
3) Reacci6n de liberacién y participacién en la coagulacién del plasma
(Velfzco 1991).

La adhesi6n se da cuando las plaquetas tienen contacto con el
subendotelio dafiado, se adhieren a €1 cambiando la configuracién de la
membrana plaquetaria (Glicoprotefna IIb /Illa ) quedando expuestos los sitios
de unién para el fibrinégeno y el Factor von Willebrand (Velszco 1991).

Cuando se produce la adhesién, las plaquetas sufren un cambio de su
forma de disco a esfera con emisién de pseudépodos facilitando la formacitn
de agregados plaquetarios (Velzeo 1991).

La agregacién puede ser reversible o irreversible, dependiendo de la
intensidad del estimulo hacia la plaqueta (Velszeo 1991).

La primera onda de agregacién es acompafiada de una reorganizacién
interna. Algunos cuerpos densos se mueven hacia la superficie de la plaqueta,
mientras que los granulos se colocan en el centro. La segunda onda de
agregacién permite la liberaci6n de substancias como una consecuencia de una

completa contraccion de la plaqueta. Pruebas bioquimicas confirman la
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liberacién de substancias como: ADP, trombina, serotonina, calcio,

Factor 4 plaquetario; estos son responsables de esta c;nda secundaria y
generalmente de agregacion irreversible. Posteriormente, varias substancias son
liberadas a diferentes érados. Fibrin6geno, hidrolasas a partir de los granulos

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

Sistema de Coagulacion

En condiciones normales al haber dafio endotelial se dispara el
mecanismo de coagulacién, cuya finalidad es la formacién de un trombo
estable sobre la superficie danada lo que depende de la conversién de
fibrin6geno a fibrina por accién de trombina (Gonias 1986).

Se requieren diversos factores para que se produzca la coagulacién. Un
comité Internacional ha identificado los factores demostrados mediante
nimeros romanos. Los factores procoagulantes del plasma son los que nos

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

Componente funcién [en plasma) P.M: Gen Cromosoma RNAm Exones

(ng/mi) (KD) (Kb) (Kb)
Protrombina  Z.P. 100 72 21 11pti-q12 21 14
‘FactorX  ZP. 10 58 22 13g34 15 8
Factor X ZP. 5 56 34 Xq26-273 28 8
Factorvil ZP. 05 50 13 13¢34 24 8
FactorVil CF. 01 330 185 Xq28 90 286
Factor V C.F. 10 330 7.0
FactorXl ZP. & 160 23 15
FactorXl 2ZP. 30 80 12 § 24 14
Fibrinégeno  E. 3000 340
ProtelnaC 2ZP. 4 62 11 18 8
Proteina S C.F. 25 80 24
FvW A. 10 225 175 12pter-p12 8.5 2
F.Tisuar CFl1 0 37 1pler-pi2 21
Factor Xl EF. 1 320 1653214-32251 15

2.P.:Zimégeno Proteasa  C.F.:Cofactor E: Estructural A: Adhesién
C.FJl:Cofactor de Inidiacién E.F.iEntrecruza Fibrina  * U/ml
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La coagulacién sangufnea da origen a la fonmaci6n de un trombo debido
a la transformacién de fibrin6geno; proteina soluble en el blasma, en una red
‘ de fibrina insoluble que encierra leucocitos, eritrocitos y un trombo plaquetario
para detener totalmentt la hemorragia. Esta involucra una serie de proenzimas
que en estado inactivo circulan en el plasma, y que activadas pasan a la forma
enzimética (Velfzco 1991).
El mecanismo de la coagulacién sangufnea es descrito clasicamente como
vias extrinseca e intrinseca (Kenneth 1992).
La via intrinseca es aquélla que depende exclusivamente de los
componentes del plasma circulante, en tanto que, la via extrinseca depende de
“la entrada a la circulacibn de sustancias procoagulantes como la
tromboplastina tisular proveniente de los vasos lesionados (Velfzco 1991).
Ambas vias convergen en una ruta final comin, la produccién de
"Protrombinasa”, la cual en presencia de iones calcio cataliza la reaccién que
convierte protrombina en trombina, ésta convierte al fibrin6geno en fibrina
(Veldzoo 1991, Kenneth 1992).
Lavia intrinseca se activa cuando al haber dafio endotelial, el factor XII
cambia de forma al contacto con una superficie extrapa de contacto
_(subendotelio) exhibiendo el sitio activo serina-proteasa que convierte a la

precalicrefna en calicrefna y ésta retroalimenta en su forma mas potente al

16



factor XII dando como resultado la activacién del factor XI. Otras proteinas
necesarias para la activacién son el cinindgeno de alto peso molecular

. (HMWK), precalicrefnas y factor XIa, jones 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 reaccién ocurra necesita formarse un
complejo micelar de Factor IXa - Factor ViIla - Factor 3 plaquetario - iones
calcio - fosfolipidos llamado complejo diez-asa (Gonias 1986, Kenneth 1992,
Woodfitft 1981).

El Factor X también puede ser activado por un complejo de
tromboplastina tisular-Factor VIla-iones calcio a través de la via extrinseca.
El Factor X una vez activado reacciona formando un complejo micelar con el

" factor Va - factor 3 plaquetario - iones calcio - fosfolfpidos llamado complejo
protrombinlasa que activa a la protrombina liberando fragmentos como Fly
F2 formando la trombina, la cual es una enzima que libera fibrinopéptidos a
pattir de la molécula de fibrinégeno, dejando monémeros de fibrina, los cuales
se agregan para formar un co4gulo (Gonias 1986, Kenneth,1992, Woodliff,1981).

Las glicoprotefnas que participan en la via intrinseca de la coagulacién
son; los Factores XII, XI, IX, VIII, X y V, protrombina, fibrinégeno,
calicrefnas, y KHWM. Las glicoproteinas que participan en la via extrinseca de

- 1a coagulacién son iniciadas por Ia accién de Factor tisular, localizado en la

17



superficie de las células, éstas incluyen al Factor VII, X y V, protrombina y
fibrin6geno, y su activacién proteolitica secuencial se encuentra esquematizada

en la figura 1: (Gonias 1986).

f

F : Factor

Fa : Factor activado

Ca++ : iones calcio

T : trombina FG:fibrin6geno
F : fibrina

PT : protrombina

Figura 1: Vias extrinseca e intrinseca de la coagulaci6n (Gonias 1986).
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Cofactores de la Coagulacion

Varias de las reacciones enziméaticas en la cascada de la coagulacién
requieren de proteinas adicionales plasméticas, las cuales sirven como
cofactores (Kane 1988).

Los factores V, VIII, HMWK, factor III o tromboplastina,asi como los
jones 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 coagulacién. Ambos cofactores
circulan como cofactores inactivos y son activados por serina-proteasas; como
trombina o Factor Xalos cofactores activados son subsecuentemente
inactivados por otras serina-proteasas lNlamadas Proteina Cy Protefna S (Kane
1988 William 1984).

Pacientes con deficiencia inherente de FVIIL:C (Hemofilia A) o
Factor V (Parahemofilia} presentan cuadros hemorragicos anormales (Kane 1988,
Kenneth,1987).

El factor Va funciona en la coagulacién como un receptor de vesiculas
de fosfolipidos y plaquetas para la serina-proteasé Factor Xa (William 1984).

El complejo Factor Xa, Factor Va, superficie de membrana y iones
calcio cataliza el rompimiento del zimbgeno de protrombina a trombina

(William 1984).
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En la coagulacién el FVII activo en presencia de iones calcio y
fosfolipidos funciona como un cofactor para la serina-proteasa IXa cn la
activaci6n del Factor X a factor Xa (William 1984).

]

El Complejo Factor VIII:C-Factor von Willebrand

La participacién del FVIIEC 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 (Hoycr 1981).

El factor VIII plasmatico es un complejo de 2 componentes que tienen
diferentes funciones, propiedades bioquimicas e inmunolégicas y diferente
control genético (Hoyer 1981).

Un componente del complejo de factor VIII es el factor antihemofilico
con actividad procoagulante usualmente designado como FVII:C (Hoyer 1981),

El otro componente es més grande, comprende la mayor parte de la
proteina en masa, interactia con plaquetas en la via que promueve la
hemostasia primaria y pueden ser inmunoprecipitados por antisueros
heterélogos. Es usualmente designado como factor VIII antigénico relativo

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

El FVIILC es una proteina plasmatica que participa en la via intrinseca
de la coagulacién sangufnea (Fulchera 1982), 1a cual se encuentra inactiva o
ausente en individuos con hemofilia clésica (Gordon 1980). E! FVIIL:C es una
glicoproteina muy grande que en sangre circula como un complejo unido no
.covalentemente al FvW, en una estequiometria aproximadamente de 1
molécula de FVIIL:C por un mon6mero de FvW, . Este complejo es
estabilizado por interacciones hidrofilicas e hidrofébicas con un exceso det
FvW (Debra 1992, Fulcher 1982, Higuchi 1989, White 198),

El FvW probablemente estabiliza al FVIIL:C in vivo.por proteccién a
proteolisis de este (iltimo (Rotblat 1985).

El FVILC es activado proteolfticamente para funcionar en la via
intrinseca de la coagulacién sanguinea como un cofactor del IXa en la
activacién del Factor X (Debra 1992).

E! FVIIEC activado aumenta la velocidad méxima (Vmax) de esta
reaccién por 10,000 veces en presencia de cargas negativas de fosfolfpidos y
iones calcio (Debra 1992, Toole 1986, Roblat 1985).

El FVIILC es altamente susceptible a proteolisis por trombina, plasmina
y otras serina-proteasas (Rotblat 1985).

Se ha reportado que la asociacién del complejo FVIIL:C/FVvW con
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fosfolfpidos resulta en la disociacién del FvW del FVIII:C. Demostrandose que
la trombina activa al FVIIEC conservando la habilidad para unirse a
fosfolfpidos (Foster 1990).

Los fosfolipidos fe unen al dominio del FVIIL:C en su cadena ligera, lo
cual se produce al conocer el sitio de rompimiento por trombina Arg-1689
(Foster 1990).

Sobre las reacciones del FVIILC con trombina, hay en esto un répido
incremento de 50 veces en la actividad procoagulante, siendo de primer orden.
La activacién coincide con proteolisis de las cadenas ligera y pesada del
FVIIL:C (Debra 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-C1-C2) (Debra 1992).

El rompimiento de los residuos 372 y 1689 son requeridos para activar
al complejo FVIIL:C-FvW. La disminuci6n de la actividad del FVIIL:C después
de la activacién de trombina no se aprecia como un evento proteolitico

especifico como se estudi6 in vitro (Debra 1992).
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Estructura del Factor VIII:C

La estructura de FVIIL:C humano fue determinada por la combinacién
de conocer la secuencia protefca de la molécula y la informaci6n de la
secuencia de los nucle6tidos contando ¢on un c6digo de 2332 a.a. precedido
por 19 residuos hidrofilicos (Hoyer 1981).

El FVIILC 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 encuentrz; en asociacién con el extremo amino terminal
del fragmento de la cadena pesada de 90 a 200 kDa (Debra 1992).

La secuencia de aminofcidos muestra una organizacién de 3 estructuras

dominantes que ocurren en el orden:

Al-A2-B-A3-C1-C3

E! dominio A del FVIIL:C ocurre 2 veces en la cadena pesada y una en
lé cadena ligera y tiene 30 % de homologia 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 FVIIL:C y exhibe homologia
a Factor V y otras proteinas que son capaces de unirse a glucoconjugados y
fosfolipidos -cargados negativamente (Debra 1992, Toole 1986).
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E!l dominio B es codificado por un solo exon largo de 3,100 nucléotidos
no muestra homologfa a otras proteinas y contiene 18 de 25 sitios de unién de
glicosilacién de asparagina dentro del FVIII:C (Debra 1992, Toole 1986).

La estructura de/Factor VIII es representada en lé figura 2: (Dcbra 1992).

T
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Fgura 2 ; Estructure del Factor VIILC
1 : Posiddn relaiva de ios
dominios Gesciios por

z:wnau-nu:h
mobicula por Fombina.

El gen que codifica al FVIIIL:C est4 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 FVIIL:C maduro

se encuentra en 26 exones separados en un rango de tamaio de 69 a 3,106 pb.
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Las regiones intermedias (intrones) que separan a los exones su rango de
tamafio es de 207 a 32,4000 pb (Wnite 1989).

La estructura y funcién de los carbohidratos de la protefna de factor
FVIII:C humano no ha sido elucidado, pero se ha encontrado que una porcién
de carbohidratos del FVIII:C es importante para su funcién biolSgica. La
oxidacion de residuos de galactosa de FVIII resulta en la disminucién de la
activid.';ld de FvW. La remosi6n de residuos de galactosa terminal de FVIIL.C

dializado causa una reduccién de actividad de FYW (Howard 1981).

Métodos inmunolbgicos para determinar el Factor VIII:C

El FVIH:C puede ser medido por métodos inmunolégicos empleando:

1) Anticuerpos especificos contra FVHI:C que se encuentran en
pacientes con hemofilia severa, tratados con concentrados de FVIII:C.

2) Anticuerpos monoclonales de ratén

3) Anticuerpos heterdlogos policlonales preparados de FVIIL.C

altamente purificado (Hoyer 1981).
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Factor von Willebrand

El FvW es una glicoprotefna plasmética que circula en sangre, como una
serie de muitimeros heter6logos que tienen un peso molecular de 850 a 12X10°
kDa, en asociacin COI’I FVIILC. (Fujimura 1991, Hoyer 1981).-

Algunos autores indican que consiste de una serie de oligomeros de
tamafio de 10° a 20X10° KDa unidos covalentemente por protomeros de 200
kDa (Rotblat 1985).

El valor estimado para el F¥W en plasma humano normal ha sido entre
5 y 10 mg/ml (Hoyer 1981).

La evidencia de sintesis del FvW por células endoteliales se obtuvé en
cultivo celular .Estudios de inmunofluorescencia han identificado al FvW en
células endoteliales de arterias, arteriolas, capilares y venas; asi como, en
megacariocitos y plaquetas, por lo que el FvW se sintetiza en células
endoteliales y megacariocitos (Hoyer 1981, Rock 1981).

El gene que codifica para esta proteina esté localizado en el cromosoma
12. El RNAm correspondiente es de 8.5 a 9 kilobases y codifica para una
protefna de 2813 residuos de amino4cidos (Rock 1981).

El FvW es inicialmente sintetizado como un precursor grande constituido
de un péptido senal, 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 10* kDa. El FvW es sintetizado y secretado
por células endoteliales por dos vias separadas: La via constitutiva donde se
. produce primeramente como un FvW dimérico, con poca actividad de
adhesién plaquetaria; La via regulada libera multimeros de FvW de los cuerpos
‘Weibel-Palade. En un proceso que requiere el propéptido, dimeros de! FvW
multim'erizado en el trans-Golgi o grinulos secretores. El propéptido es roto
y el FvW y el propéptido conocido como FvWag II circula en el plasma.
(Furie 1987, Rock 1981).
En condiciones muy drésticas de estrés se induce la adhesién plaquetaria
a los sitios del dafio vascular (Fujimura 1991), El antibiético ristocetina induce la
unién del FvW a glicoprotefna Ib (GP-Ib) imitando el evento in vitro
’ (Fujimura 195-)1).
Existen dos distintos receptores sobre la membrana de la plaqueta que
se unen al factor von Willebrand. La GP-Ib y el complejo heterodimero

formado por las glicoprotefnas IIb y Illa (Allain 1984).
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Inhibidores contra Factor VIII

En el plasma también se encuentran subst.ancias éue inhiben a los
factores de coagulacién. Se interpreta como inhibidor a aquellas substancias
que son capaces de inferferir con la actividad de uno o varios factores de la
coagulacion (Ratnoff 1987).

En el caso de la hemofilia A, los inhibidores se producen como una
respuesta a la transfusién del concentrado de factor VIII. Las caracteristicas
del inhibidor circulante es la habilidad para prolongar e! tiempo de
coagulacién de un plasma normal control (Ratnoff 1987).

En el caso de inhibidor contra factor VIII, la prueba de Tiempo de
Tromboplastina Parcial activada (TTPa) puede mostrarse anormal, las

* diluciones seriadas del plasma del paciente con un plasma control normal
puede demostrar una prolongacién marcada de un control de TTPa normal
(Ratnoff 1987).

El desarrollo de inhibidor contra FVIII ha sido reportado en un 5 a
20 % en hemofilicos, el inhibidor solo puede ocurrir en pacientes con
hemofilia y sin causa aparente en mujeres después del parto, asociadas con
neoplasias y desérdenes autoinmunes, artritis reumatoide y Lupus eritomatoso
sistémico (L.E.S.).También ha sido descrito el caso de anticuerpos

. desarrollados por antibi6ticos como la penicilina (Slocombe 1981).
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Los inhib‘idores aunque menos cominmente encontrados son de
considerable importancia inmunolégica porque aparecen en sujetos que tienen
cantidad normal de FVIIL:Cy FvW, aproximadamente el 10% de inhibidores
que aparecen sin causa aparente contra factor VIII pueden desaparecer y
regresar sin terapia especifica y un 45% desaparecen en asociacién con
esteroides y otras terapias (Slocombe 1981).

Los inhibidores de FVIII presentes en pacientes hemofilicos difieren de
los presentes en pacientes sin causa aparente debido a que en los hemofilicos
_ se tiene la cantidad de FVIII disminuida o ausente, y en ellos se desarrolla en

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

Se trata de unalpacicnte de 19 afios de edad. Ingresa al Servicio de
Hematologfa Especial del Centro Médico " La Raza" en el mes de mayo de
1989, con un cuadro clinico caracterizado fundamentalmente por tendencias
hemorrégicas en forma de equimosis en miembros, precedidas de dolor y
edema del miembro afectado. Este cuadro inici6 desde el mes de abril del
mismo afo.

A nivel de laboratcrio en primera instancia se encontr6; el TTPa
prolongado, la actividad de factor VIII fue de <1 %. Asimismo, la
determinacién de inhibidor de factor VIII fue positiva (60 U.B.).

No presentaba ningin antecedente heredo-familiar relacionado con el
padecimiento, Unicamente, la ingesta de anticonceptivos orales
(TRINORDIOL), durante 6 meses, previos a las manifestaciones clinicas.
Considerando los antecedentes, se pensé que la paciente presentaba una
deficiencia de Factor VIII y /o Factor Von Willebrand, por lo que i objetivo
del presente proyecto se encamind al estudio de la determinacién y

caracterizacion de dicho complejo plasmatico.
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HIPOTESIS:

Si la paciente presenta deficiencia de FVIII: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

unién de ambos factores.
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OBJETIVOS:

1) Analizar fisicoquimicamente el Factor VIILC
y/o el Factor Von Willebrand de Ia paciente por técnicas
inmunoenziméticas: ELISA 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.

Obtencién de muestras:

Las muestras que se utilizaron fueron plasmas pobres en plaquetas, y
todas las muestras incluyendo las cie la paciente fueron obtenidas y
conservadas de la siguiente manera:

1) La sangre completa obtenida por venopuncién se mezclé con citrato

de sodio al 3.8% en una proporcién 1:9 viv.

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

3) Se separé ¢l plasma pobre en plaquetas del paquete celular con una
pipeta Pasteur.

4) El plasma se distribuyé en alicuotas de aproximadamente 0.5 ml, una
de éstas se dejé en bafio de hielo o en refrigeracién (4°C) para
hacerle las pruebas de coagulacién.

5) Se congelaron las demés muestras en un baifio de hielo seco-
acetona. Se mantuvieron las muestras congeladas a (-20°C) hasta su
utilizacién.

6) Se descongelaron las muestras en un bafio de agua a 37°C por 5

minutos, momentos antes de su utilizacién.
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Pruebas de coagulacién

Se monitoreé en la paciente en estudio su respuesta clinica
periédicamente por las pruebas de coagulacién, asf como la determinacién de

¢
FVIIIL:C, y su Inhibidor.

Tiempo de Trombina (TT) (Bigg 1972)

ento:

Se basa en la medicién del tiempo necesario para la formacién de un
coigulo de fibrina después de afiadir una concentracién estandar de trombina
a un plasma testigo normal o bien al plasma problema.

Material:

Tubos de ensaye de 12 X 75 mm.
Pipetas serol6gicas de 0.1 y 0.2 ml.
Baiio Maria a 37°C.

Bafio de hielo-agua.

Cronémetro.

Fibrémetro.

Reactivos:

Trombina humana de 50 U/ml.

Solucién salina 0.15 M.
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Teécnica:
1) Los plasmas se mantuvieron en bafio de hielo o en refrigeracin.
2) Se hidraté la trombina con NaCl 0.15M y se ajusté la concentracién
6ptima de éstd hasta tener un TT de un plasma testigo normal de 26
a 28 segundos.

3) Se pusé 0.2 ml de plasma problema o testigo normal, se incubé

durante 1 minuto a 37°C en el fibrémetro.

4) Posteriormente se pus6 0.2 ml de trombina ajustada y se tomé

el tiempo con un cronémetro, hasta que se formé la maila de fibrina.
Valor nopmal: 26 a 28 segundosd- 4 segundos.
Interpretacién:

El tiempo se considera prolongado cuando el problema tiene més de 4
segundos con respecto al testigo. Se encuentran tiempos prolongados en
pacientes con hipofibrinogenemias hereditarias o adquiridas, generalmente
cuando el fibrinGgeno esta por abajo de 100 mg/dl. También se prolonga por
accién de inhibidores: antitrombina, anticoagulantes (heparina exégena,
heparinoides end6genos), productos de fragmentacién de fibrindgeno y fibrina

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

damento:

El tiempo necesario hasta la formacién de un codgulo de fibrina, para
el plasma recalcificado, después de la ihcubacién con tromboplastina tisular,
es una medida de la velocidiad, a la cual la trombina es formada por la via
extr[ns.eca de la coagulacién.

Material:
Pipetas serol6gicas de 0.1 y 0.2 ml.
Bafio Maria a 37°C.
Baiio de hielo-agua.
Cron6metro,
Reactivos:
Tromboplastina completa activada.
Cloruro de calcio 0.025 M.

: odo:

1) Se incub6 previamente ta tromboplastina completa activada humana
a 37°C durante 5 minutos.

2) Se pus6 0.1 ml de plasma testigo normal o problema en una copita de

plastico en el fibrémetro, se dejé durante 2 minutos.

3) Se aiiadieron 0.2 ml de tromboplastina célcica humana y se
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crondmetro el tiempo necesario hasta la formacién de fibrina.

Valor normal: Indice de protrombina de 0.9 a 1.2,

Interpretacién:

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

una concentracién de fibrinégeno por abajo de 100 mg/d], una deficiencia de
factores de la via extrinseca de la coagulacién ( Factor II, VII, Vy X), o0 la
presencia de inhibidores, (como los vistos en lupus eritomatoso o en terapfas
con heparina). La diferencia entre deficiencia y inhibidor es establecida por la
repeticiéon 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 ('I'I'Pa)
(Harker 1979)

Fupdamento:

En la sangre el aalcio es quelado por anticoagulante, lo que impide la
coagulacién. Después de la centrifugacién, el plasma contiene todos los
factores de coagulacién excepto el calcio y las plﬁquetas. Se afiade al plasma
iones calcio, un sustituto de fosfolfpidos; la tromboplastina parcial activada y
un activador de superficie; el caolin. El resultado del tiempo de tromboplastina
parcial activada es ¢l tiempo que tarda en coagular dicho plasma.

Material:
Baiio Marfa a 37°C.
Baiio de hielo (4°C).
Tubos de vidrio 12 X 75 mm.
Cronémetros.
eactivos:
Mezcla de plasmas normales (obtenidas de Banco de Sangre Centro Médico
"La Raza").
Tromboplastina Parcial activada.
Cloruro de calcio 0.025 M.

Caolin.
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Meétodo:

1) Se mantuvé el plasma en bafio de hielo o en refrigeracién.

2) Se incubd una cantidad suficiente de cloruro de calcio 0.025M a 37°C.

3) Se mezclé en'paﬂes iguales la suspensién de caolfn con
Tromboplastina parcial activada (Pathromtin), la mezcla se mantuvo
en baifio de hielo.

4) Se agregd 0.1 ml de plasma testigo normal o problema en un tubo
de ensayo.

5) Se agit6 vigorosamente la mezcla del paso 3 y se pusieron 0.1 ml del
plasma.

6) Se mezcl6 con rapidez el contenido del tubo y se colocé en el bafio
marfa durante 2 minutos.

7) Una vez trascurrido exactamente ese tiempo, se afiadieron en el tubo
0.1 m! de cloruro de calcio preincubado y se puso en marcha el
cronémetro, se par6 cuando se formé el cofigulo de fibrina.

8) Cuando los tiempos de TTPa eran muy prolongados con respecto al
testigo se hizé una correcci6n con plasma normal en diluciones 1:2'y
1:4, a dichas diluciones se les realiz6 un TTPa. Asimismo se hicieron
diluciones de los plasmas normal y problema con NaCl 0.15M 1:2y 1:4

a las cuales también se les hizo un TTPa.
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Valor nommal: de 32 A 42 segundos
Interpretacién:

El TTPa es usada para detectar deficiencias significativas de factores
VIII, IX, X1 y XII o inhibidores. Los inhibidores que afectan al TTPa incluyen
heparfna, anticuerpos contra Factor VIII o Factor IX y algunos pacientes con
L.E.S. Sf al realizar la dilucién del plasma problema con plasma normal, se

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

Esta prueba mide el papel hemostatico completo de las plaquetas in vivo
determinando la duraéién de sangrado de una incisién estdndar en la piel,
mientras se mantiene incrementada la presién venosa. Es particularmente util
en la evaluaci6n sistemética de pacientes con trombocitopenia, dada su
capacidad para discriminar entre plaquetas con funcién normal y aquellas con
una funcién aumentada o disminuida.

Material:

Esfigmanémetro.

Bisturf estéril de! No.11.

Papel filtro.

CronSémetro.

Torundas con etanol.
étodo:

1) Se infl6 el manguito del esfigmanémetro hasta 40 mm Hg una vez que

se colocd en el brazo del individuo.

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

bisturi estéril, en el antebrazo.
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3) Se sec6 con papel filtro la sangre cada 30 segundos, sin rosér la piel
Yy se tomo el tiempo transcurrido para cada punto, cuando se dejé de
sangrar se obtiene el valor medio.
Valor Normal: 2 a 7 minutos.
Interpretacién:

Generalmente hay relacién entre el nimero de plaquetas y el tiempo de
sangra;io. Pacientes con menos de 50,000 plaquetas / mm® tienen tiempos
prolongados de sangrado. La enfermedad de von Willebrand, trombocitopatfa
adquirida o hereditaria y trombocitopenia hemorréagica 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 solucién de oxalato de amonio al 1%, el
cual hemoliza complet;mente los gl6bulos rojos y los leucocitos, las plaquetas
se cuentan en la camara de Neubawer en un microscopio de contraste de fases.
Reactivos:

Oxalato de amonio al 1%.
Citrato de sodio 3.8%.

aterjal:
Microscopio de contraste de fases.
Cémara de Neubawer.
Pipeta para cuenta de gl6bulos rojos.
Jeringas o lanceta estéril.

cnica:

1) Se cargé la pipeta para cuenta de glébulos rojos hasta la marca 0.1 ml

con sangre anticoagulada.

2) Se complet6 con oxalato de amonio al 1% hasta la marca 101

(dilucién 1:100).
3) Se agit6 la pipeta por 10 minutos en el agitador mecénico para lisar

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

5) Se llen6 la cimara de Neubawer.

6) La camara se colocé en una caja de petri que tenia un papel filtro
himedo.

7) Se dej6 la cdmara reposar durante 15 minutos, para que las plaquetas
se sedimentaran y se pudieran contar.

é) En un microscopio de contraste de fases se contaron las plaquetas que
se encontraron en la cuadrfcula central que se destina para la cuenta
de glébulos rojos.

9) Se hizo el mismo procedimiento dos veces, se obtuvo una media y se
procedio a realizar los célculos para obtener el resultado en plaquetas
por mm®,

Chleulos:
No.plaquetas X Factor de dilucién X factor de volumén
= r;o. de plaquetas/mm®.
Valor normal: de 150,000 a 400,000 plaquetas /mm’.
Interpretaci6n:

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

con trombocitopenias, desordenes de destruccidon plaquetaria, tales como

purpura trombocitopenia inmune con la recuperacién de médula 6sea después
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de quimioterapia.
Como la paciente tuvo un TTPa prolongado se procedié a realizar las
pruebas para evaluar los factores de la primera fase de la coagulacién

(Via Intrinseca de la cbagulacién).
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Dosificacién de Factores IX, XI, y XII (Harker 1979).

Fundamento:

El porcentaje de actividad del factor ( IX, XI Y XIT) en el plasma puede
ser determinado por el grado de correccién que se tiene cuando al plasma
problema se le adiciona un substrato deficiente en factor ( IX, X1, XII), segilin

- el factor que se requiere determinar. El grado de correccion se determina por
el tiempo de tromboplastina parcial activada TTPa. El resultado es interpolado
en una curva de calibraci6n a partir de una mezcla de plasmas normales.

aterjal:
Baiio Marfa a 37°C.
Tubos de ensaye de 12 X 75 mm.
Pipetas serolégicas de 0.2, 1.0 y 2.0 ml.
Reactjvos:
Substrato deficiente de Factor (IX, Xl,0 XI1).
amortiguador veronal-Owen pH = 74.
Tromboplastina parcial activada.
Cloruro de calcio 0.025%.
Método:
Curva de referencia:

1) Se diluy6 un plasma normal con amortiguador veronal owren

46



pH = 7.4 de la siguiente manera:

Dilucién: % de actividad

15 100
1:20 25
1:80 65

2) A cada dilucién se le hizo la determinaci6n de la actividad del factor
( IX, X1, XII) de la siguiente manera:

a) Se pusieron 0.1 ml de la dilucién en un tubo.

b) Se afiadieron 0.1 ml de plasma deficiente del factor (IX, X1, XIi) en
¢l mismo tubo.

¢) Se aiadieron 0.1 ml de tromboplastina parcial activada mezclada con
caolin.

d) Se mezcl6 ligeramente y se incubS por 2 minutos a 37°C,

€) Se anadieron 0.1 mi de CaCl, 0.025M, se mezcl6 y se tom6 el
tiempo hasta que se formé la primera malla de fibrina.

f) Se grafic6 en papel semilogaritmico los segundos obtenidos contra el

porcentaje de actividad de los factores 1X, XI, XII.
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g) Se hizo el mismo procedimiento para el plasma prdblema y se
interpol6 el valor de los segundos obtenidos para tener la actividad del
Factor.
Valor nogmal: de 50 a 160 %‘ de actividad.
Interpretacién:
Cuando la actividad del factor a determinar se encuentra por debajo del

50 % se considera deficiencia de dicho factor.,
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' Determinacién de Factor VIII:C (Harker 1979)
Material:
Bario Maria a 37°C.
Bafio de hielo-agua,
Pipetas de vidrio graduadas de 0.1, 0.2, 2.0, y 5.0 ml.
Tubos de ensaye de 12 X 75 mm.

Reactivos:
Plasma deficiente de factor VIII:C.
Amortiguador veronal Owen pH = 7.4,
Tromboplastina parcial activada.
Cloruro de calcio 0.25 M.
M¢étodo:
Curva de referencia:
1) Se diluy6 plasma normal con amortiguador veronal owren pH = 7.4
de la siguiente manera:

Dilucién: % de actividad

1:5 100
1:20 25
1:80 625
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2) A cada dilucién se le hizo la determinacién de la actividad del factor
VIIL:C.

a) Se pusieron 0.1 ml de la dilucién en un tubo.

b) Se anadieron 0.1 ml de piasma deficiente del factor VIII:C en el
mismo tubo.

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

d) Se mezcl6 ligeramente e incub6 por 2 minutos a 37°C.

e) Se ar'xgdieron 0.1 ml de CaCl, 0.025M se mezcl6 y se tomé el tiempo
hasta que se formé la malla de fibrina.

“f) Se graficd en papel semilogaritmico los segundos obtenidos contra el

porcentaje de actividad del factor VIIT:C.

g Se; realiz$ el mismo procedimiento con el plasma problema y se
interpolaron los segundos obtenidos en el grifico para tener la

actividad del Factor VIIL.C.

Valor normal: 50 a 150% de actividad.

Interpretacién:

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

del plasma deficiente, lo cual nos indica deficiencia del Factor VIIL:C.
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Determinacién de inhibidor de Factor VIII:C (Harker 1979)
Fundamento: - |
Se interpreta como inhibidor a aquellas sustancias que son capaces de
interferir con la activizlad de uno o varios factores de la coagulacién. En el
caso de la Hemofilia A, los inhibidores se producen como una respuesta a la
transfusién del concentrado de factor VIIL
aterjal:
Bafio de hielo-agua.
Bafio Marfa a 37°C.
Cronémetro.
Tubos de pléstico 12 X 75 mm.
Reactivos:
Substrato deficiente de Factor VIII.
Tromboplastina parcial activada.
Cloruro de calcio 0.025 M.
Amortiguador Veronal-Owen pH =74.
Método:
1) Se preparé una curva de referencia para calcular la actividad de

Factor VIIL: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 determiné la actividades de Factor VIII:C de:
a) plasma del paciente.
b) de la mezcla de plasmas normales (MPN).
c) mezcla de plasmas normales (MPN) + amortiguador de Owren en
partes iguales.
3) Se ilicieron diluciones del plasma del paciente con amortiguador: 1:2,
1:4, 1:8, 1:16.
" 4) En tubos de pléstico se colocaron:
a) 0.2 m! de MPN + 0.2 mi de amortiguador (control)
b) 0.2 ml de MPN + 0.2 ml de plasma de paciente.
¢) 0.2 ml de MPN + 0.2 ml de plasma de paciente diluido 1:2,
d) 0.2 ml de MPN + 0.2 ml de plasma de paciente diluido 1:4.

¢) 0.2 m de MPN + 0.2 ml de plasma de paciente diluido 1:8.
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f) 0.2 ml de MPN + 0.2 ml de plasma de paciente diluido 1:16.

5) Se incub6 las mezclas anteriores a 37°C por dos horas.

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

l7) De las diluciofes que fueron incubadas se tomaron 01 ml y se mezclé

con 0.9 mi de amortiguador. )

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

La curva para inhibidor de Factor VIII:C se traz6 en papel
semilogaritmico, en el cual, el porcentaje de factor residual va en la
escala logaritmica y las unidades de inhibidor en la aritmética.
Valor normal: Menos de 4 U.B.
Interpretacién:

Valores por arriba de 4 U.B., nos indica la presencia de inhibidor contra
Factor VIII:C. Los inhibidores son producidos jn vivo més comiinmente como
anticuerpos directos contra FVIIL:C, Los autoanticuerpos contra FVILC
pueden ocurrir en asociacién con: a)Perfodo post-parto b) desordenes de
naturaleza inmunolégica como Lupus eritomatoso, artritis reumatoide, colitis
ulcerativa, enteritis regional, reacciones a penicilina, etc. ¢) edad avanzada.
El titulo de anticuerpo es determinado de la diluci6n de plasma que exhibe el

50 % de inhibicién.
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Técnicas Inmunoenziméticas

Debido a que las técnicas coagulométricas no nos ayudaban al
diagnéstico de la paciente, se pensé en realizar estudios con técnicas mas
sensibles como son las inmunoenziméticas.

Para realizar dichas técnicas fue necesario cuantificar la cantidad de

protefna de las muestras; para ello se utilizé:

Cuantificacién de proteinas por el Método de Bradford

(Bradford 1976)

Fundamento:

Es un método de cuantificacién de protefnas que utiliza un colorante:
azul brillante de Coomassie G250, el cual en solucién se encuentra cargado
negativamente, predominando la forma de color rojo. Cuando dichas cargas
negativas se unen a las cargas positivas de las protefnas (grupos amino libres)
en solucién predomina la forma color azul que es medible a de 465 a 595 nm.

La reacci6n es altamente reproducible, rapida 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 reaccién. Es un‘método itil para proteinas de alto peso
molecular. (Bradford,1976) -
Materjal:
Tubos de ensaye 12 X'75 cm.
Pipetas semiautométizadas (Pipetman-Gifson). '
Pipeta graduada de 5 ml
Espectrofotémetro
tivo:
Albimina Sérica Bovina (ASB)
NaCl 0.15 M
Reactivo de Bradford
Método:
Se hizo una curva estindar para ello:
a) Se preparé albiimina sérica bovina (ASB) 1 mg/ml en NaCl 0.15 M.
b) Se prepararon las diferentes diluciones de ASB y pusieron 0, 5, 10,
20, 30, 40,y 50 pg de protefna en cada tubo, se aforé a 50 pl con NaCl
en cada tubo. Se aitadieron a cada tubo 2.5 ml de reactivo de
Bradford.
¢} Se ley6 a 595 nm la absorbencia de cada una de las muestras, como

nos muestra la siguicnte tabla:
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Tabla 3

Cuantificacién de proteina por el método de Bradford.

fasBip) [ ofs|wfan]s]al]so
Se pusieron i

Vol. ASB (ul) 0 5 10 20 30 40 50
Vol. NaCl (ul) 50 45 40 35 20 10 0
Reactivo de 25 |25 [ 25| 25 | 25 25 | 25
Bradford (ml)
Leer a 595 nm

Las muestra problemas se procesaron de la siguiente manera:
Se hizo una dilucién 1:10 de la muestra y se pusieron 2.5 y 5.0 ul de dicha
dilucién, se aforé a 50 ul. Se afiadieron 2.5 ml de reactivo, se leyeron las

muestras a 595nm y se interpol6 el valor de A en la curva estdndar de ASB.
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Titulacién de antigeno y de anticuerpo para la
Determinacién de Factor von Willebrand por el Método de
ELISA (Macy 1988, Margni 1972)

‘Para conocer las'condiciones Sptimas de trabajo para la determinacién
del Factor von Willebrand por el método de ELISA se hizo €l ensayo
siguiente.

Material:

Placa de ELISA.

Refrigerador.

Pipetas semiautométizadas (Pipetman-Gilson).

Incubadora a 37°C.

Reactivos:

Bi-Car pH = 9.6.

PBS.

PBS-Tween 0.05%

Albiimina 1%.

Primer anticuerpo: anti-Factor von Willebrand humano de conejo.
(Immunoglobulin to human von Willebrand factor Dakopatts A082, lot. 128,
titulo: 35 U.L).

Segundo anticuerpo: peroxidado anti-conejo de burro.

ABT-S.
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Método:

1) Se fij6 el antfgeno en la microplaca de ELISA, para lo cual se
hicieron diluciones seriadas dobles de una Mezcla de Plasmas -
Normales (MPN), en amortiguador Bi-Car pH = 9.6, que van de: 320
pg/ml a 0 pg/ml, que van de fila 1 a fila 12. Se incubo durante 2 horas
a temperatura ambiente o bien toda la noche a 4°C. Se puso 100
wl/pozo.

2) Se eliminé el antigeno. Se hicieron 3 lavados con PBS-Tween 0.05%.

3) Se pusieron 100 pl de albimina 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 protefna de
interés.

-4) Se. eliminé la albimina y se lavé con PBS-tween 0.05%, 3 veces.

5) Para poner el Primer anticuerpo: anti-Factor von Willebrand humano
de conejo, { Immunoglobulin to human von Willebrand factor
Dakopatts A082, lot. 128, tftulo: 35 1.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 ul por pozo, se dejé
durante la noche a 4°C o bien 2 horas a 37°C.

6) Se recuper6 el primer anticuerpo, la microplaca se lavé con PBS-
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3 veces.

7) Se pusé el segundo anticuerpo peroxidado anti-ct;nejo de burro
(GAR-P para conejo). Se colocaron 100 pl por pozo, a una dilucién
de 1:8000 dejdndose 2 horas a temperatura ambiente o bien 1 hora
a 37°C.

8) Se lavé con PBS-tween 0.05% ,3 veces.

9) Se revel6 con ABT-S.

En el momento de revelar se descongel6 una alicuota de ABT-S en
citrato-fosfatos, se afiadi6é 1 pl de H,0, al 30% por cada ml de la
solucién de ABT-S, se pus6 100 pl de ABT-S por pozo, y se incub6 15
minutos a temperatura ambiente y se ley6 a la densidad 6ptica de

414 nm.
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Estandarizacion y Validacién de la Determinacién de Factor
von Willebrand por el Método de ELISA.

La estandarizacién se llevé a cabo determinando el FvW por ELISA en
plasmas normales obtenidos de donadares 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 cuanfo a las infecciones transmitidas por hemoderivados.

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

la coagulacién.

C) Preferentemente mujeres jévenes, entre 18 y 30 afios de edad, ya que

nuestro estudio est4 enfocado a una mujer.
Método:

Cada uno de los plasmas se trabajaron bajo las siguientes
condiciones 6ptimas de trabajo:

1) Se cuantific6 la concentracién de protefna total de cada uno de los

plasmas normales por el método de Bradford.

2) Se determiné 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 concentracién de protefna utilizada para la fijacién de antigeno fue
' de 10 pg/ml. !
b)La dilucién del anticuerpo de conejo anti-FvW humano fue de 1:1000.
c) La dilucién del segundo anticuerpo peroxidado burro anti-conejo fue

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

Fundamento
Es un método de separacién de alto poder resolutivo que combina la
migracién de un campo eléctrico y el tamizado molecular a través de un gel
de corrida.
aterjal:
Placas de cristal
Peines para muestras
Camara de electroforesis
Reactivos:
SDS 0.2%
gel separador
gel concentrador
Buffer de muestra
2-mercaptoetanol
Soluciones para tincién de geles
Meétodo:
Se utilizaron geles planos de acrilamida-bisacrilamida en gradiente
discontinuo de pH, descritos por Laemmli en 1970. La polimerizaci6n 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 sepafador, ambos con espesor de 3' mm. Se utilizaron
placas de cristal de 16 X 18 cm.
1) Se limpiaron l&s 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 .



Tabla 4

Preparacién de geles de poliacrilamida.

Gel Separador concentrador
Acrilamida 30 % 15 ml . 2.8 mi
Bisacrilamida 2 % 6 ml 1.12 ml

Tris .HC1 1M pH 8.8 224 ml
Tris HCl 1M pH 6.8 3.5 ml
SDS 20 % 300 pl 140 pl
Agua 16 ml 20.4 ml
T;med 30 ul 14 pl
APS 10 % 180 pl 84 ul

4) Se coloct entre las placas de vidrio, la mezcla del gel separador se
dejé aproximadamente una hora y media para que gelificara a
temperatura ambiente, posteriormente, se pusé el gel concentrador,
se colocé el peine, el cual depende del ndmero de muestras. En este
caso se utilizaron peines de 10 o 20 carriles.

5) Una vez que el gel concentrador gelific6 se procedié a aplicar las
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muestras ya preparadas.
Preparacién de muestras:

a) Se cuantificé la cantidad de protefna de las muestras por el método
de Bradford. '

b) Se pusé en un tubo eppendorf el volumen necesario para tener 100
pg de protefna y se aforé a 50 ul con buffer de muestra de Laemmli
(para tener una concentracién 2 pg/ul).

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
eppendorf la cantidad de muestra, liofilizarla y poner 50 ul de buffer
de muestra.

~ d) Las muestras se hirvieron durante 1 min y se les adiciond
2-mercaptoetanol a una concentracién final de 5% (v/v). Se aplicaron
20 pug. Las corridas se hicieron a temperatura ambiente a 30 volts
constantes durante el tiempo en que tardé el frente del colorante de
las muestras en llegar a 1 em del borde inferior del gel separador.

e) La tincién se hizo con la solucién de azul de Coomassie durante
30 minutos a temperatura ambiente.

f) Se destifié con solucién destenidora.
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Inmunoelectrotransferencia (Hans 1986)

Fundamento:

Consiste en transferir las prote{n;s de un gel a papel de
nitrocelulosa (PNC), se utilizé "Tras-Blot Transfer Medium Pure
Nitrocellulose Membrane" Cat. No. 162-0115, Laboratories Bio-Rad.
M@:

1) Se pusé el bafio circulador a enfriar a -5°C, que contenfa etanol al

50%.
2) Se incubb el gel con amortiguador de transferencia 30 min,
dos veces.
3) Se cort6 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 pusé el PNC en amortiguador de transferencia durante
1h
5) Se pus6 el amortiguador de transferencia en una charola grande.
6) Se colocaron las rejillas, fibras Scotch, papeles filtro, PNC, y gel en

el siguiente orden:
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a) Rejilla de la cdmara que tiene el brazo.
b) Fibra Seotch.
c) Papel filtro Whatman.
aypNC. !
€) Gel.
f) Segundo papel Filtro Whatman.
g) Segunda Fibra Scotch.
h) Segunda rejilla.
7) Se cerraron las rejillas para formar un sandwich.
8) Se presiond ligeramente el sandwich para eliminar burbujas.
9) Se llen6 la cimara con amortiguador de transferencia.
10) Se colocé el sandwich de la manera siguiente:
el gel orientado hacia el citodo (-),
el PNC orientado hacia el 4nodo (+).
11) Se corrié la transferencia durante 2 horas a 0.6 volts. Verificando
que no rebase este Hmite.
12) Se sacé el sandwich y se marc6 el PNC como estaba el gel.

19) Se guardé a -20°C ef PNC entre papel Whatman.
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Tincién de papel de Nitrocelulosa con Anticuerpo (Hans 1986)

Fundamento:

Consiste en la identificacién de una proteina transferida a un papel de
nitrocelulosa por interaccién con un anticuerpo especifico. Los complejos
antigeno - anticuerpo formados pueden ser identificados desarrollando sobre
€l una reaccién colorada de ELISA.

Material:

Placas para tincién de PNC con anticuerpos.
Vaso de precipitado de 250 ml
Embudo

Papel filtro

Probeta graduada

Reactivos:

PBS

Axﬁortiguador de Fostatos
DAB

NiCl

CoCl

H.0,

Leche descremada
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Primer anticuerpo: anti-Factor von Willebrand humano de conejo.
(Immunoglobulin to human von Willebrand factor Dakopzlatts A082, lot. 128,
titulo: 35 U.L).
Segundo anticuerpo: Anticuerpo peroxidado anti-conejo de burro (GAR-P).
Meétodo:

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

2) Se lav6 el papel 3 minutos con PBS.

_3) EI enmascaramiento de los sitios de uni6n inespecifica, se hizo con
leche descremada al 3% en PBS-tween 0.05% durante 60 minutos a
temperatura ambiente y con agitaci6n.

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

5) Se incub6 con el primer anticuerpo, durante toda la noche a 4-C..
6) Se lav6 con PBS 10 minutos.

7) Se lav6 con PBS-tween 0.05% 10 minutos.

8) Se lavé con PBS 10 minutos.

9) Se incub6 con GAR-P durante una hora a temperatura ambiente.
10) Se lavé con PBS 10 minutos.

11) Se lav6 con PBS-tween 0.05% 10 minutos.

12) Se lavs con PBS 10 minutos.

13) Se lavé 2 veces con fosfatos 50 mM frfo, de 5 minutos cada lavada,
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14) Se incub6 con buffer de preincubacién ( DAB+NiCl+CoCl+H,0),
para tener las condiciones fisicoquimicas (pH=7.0) para que se lleve
acabo la reaccién.

15) Se incubS con DAB+NiCo+H,0+H,0, 10 minutos a temperatura
ambiente 4 ml por tubo o carril.

16) Se lavé con agua 4 veces.

i7) Se pusé 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 hemostéiticos iniciales de la

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

Tabla 5

Resultados de Pruebas Basales de Coagulacién

TP(IP)' | TT° (seg) | TTPa' | CPN'1:2 | CPN 14
(seg) (seg) (seg)
Paciente 0.95 274 117.6 70.7 67.7

MPN? 284 37.0

TP' Tiempo de Protrombina en Indice de Protrombina.
TT? Tiempo de Trombina.
TTP2* Tiempo de Tromboplastina Patcial acttvada.
CPN* Correccién con plasma normal,
MPN® Mezcla de plasmas normales.

Periédicamente 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 més
importantes dé la primera fase de la coagulacién ( VIIEC, IX, XI, XII,
Precalicreinas, KMHM ), posteriormente se hizo la determinacién de inhibidor
contra FVIIL:C, resultando positivo de 60 U.B.

Los resultados se muestran en la tabla No. 6

Tabla 6

Resultados de Pruebas Especiales de Coagulacién

Determinacion de: Paciente Valor Normal
(% de Actividad) (% de Actividad)
Factor VIII:C <10% 50.0 a 150.0
Factor IX 9.0 % "
Factor X1 750 % "
Factor XIT 50.0 % "
Factor von Willebrand 500 % "
por Aglutinacion.
Precalicrefnas 42.0 % "
Inhibidor contra 60.0 UB.! <de4 UB.
FvIir.c

U.B. ! Unidades Bethesta
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A la paciente se le hicieron en colaboracién con Banco de Sangre C.M.
"La Raza" las pruebas mas importantes para evaluar la enfermedad de von

Willebrand y descartar que la paciente tuviera dicha enfermedad, los
resultados se reportan tnla Tabla 7.

Tabla 7

Resuitados de Pruebas que valoran la Enfermedad de von Willebrand

Determinacién de: Paciente Valor Normal
No. Plaquetas 119,000 plag fmm’ 200,600 a 400,000
plagimm’
Tiempo de Sangrado 3 min 55 seg. 2- 7 min.
Agregacidn Plaquetaria 100 % en 1'00" 95 % en 4'00”
con ADP
Agregacién Plaquetaria 90 % en 5°00" 100 % en 4'00"
con Adrenalina )
Agregacién Plaquetaria 9% % en 4°00" 100 % en 1'00"
con Ristoceting :
Fragilidad Capilar sin petequias sin petequias
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Para descartar que la paciente tuvicra alguna enfermedad autoinmune
o LES, se procedi6é a hacer las siguientes pruebas realizadas en los
Laboratorios de Inmunologfa, 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 Normal
Busqueda de anticuerpos Negativo Negativo
anti-nucleares para LES'

Prueba de VDRL Negativo Negativo
Determinacion de IgG 1178 mg% 784-1930 mg%
Determinacion de IgM 135 mg% 118-434 mg%
Determinacion de IgA 159 mg% 73-436 mg%
Determinacién de C , 61 mg%

Determinacion de C 18 mg%
Cariotipo: XX-46 XX-46 MXX-46, HXY-46
bandas G. )

LES' Lupus Eritomasoso 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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Figura 3

Determinacion de la actividad del FVII:C
y la presencia de inhibidor contra FVIiHi:C.
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Se hizo un estudio a los padres de la paciente de las pruebas més

importantes de coagulacién, como lo muestra la Tabla 9:
Tabla 9

Resultados del Estudio de los Padres de la Paciente

Determinacion de: Padre Madre MPN*
TP (IP) 124 125
TT® (seg) 28.8 29.1 27.8
TTPa’ (seg) 529 400 454
Fvin-ct 62.0 100 50 - 100
(% act.)

TP' Tiempo de Protrombina en Indice de Protrombina.
TT* Tiempo de Trombina.
TTPa® Tiempo de Tromboplastina Parcial activada.
FVIIL:C* Determinacidn del FVII:C en % de actividad
MPN® Mezcla de plasmas normales.
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Cuantificacién de la concentracién de Proteina por el
Método de Bradford.

La protefna total fue cuantificada en cada una de las muestras de plasma
por el método de Hradford, Los resultados obtenidos de la curva de

calibracién se visualizan en la Figura 4.

AUM

[Proteina] ug

Figura 4
Cutva de calibracién para
determinar protelna por Bradford

Los pardmetros de la curva de calibracién fueron:
a= -0.002 b= 0.020 r=0.999

Donde se observa que el comportamiento de la linea es el de una recta

cuya ecuacién es: y = ax + b.
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Determinacién del Factor von Willebrand por el Método de
ELISA.
Estandarizaciéon del Método de ELISA

Para determinar al factor von Willebrand por el método de ELISA fue
necesario la estandarizacién de dicho r‘nétodo para conocer la cantidad de
proteina que nos detecta la dilucion minima de anticuerpo.

Los resultados obtenidos en el ensayo de la estandarizacién de la

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

0.4 1500
1:1000
g 0.3 1:2000
3 1:4000
= i
<{ o2 1.32000
1:64000
.01
0.0 T T T T T T ¥ T T >
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
{Protelna] ug

5
?‘lg“laddn de mﬂmﬂ para la determinacién
de Factor von Wi por el método de ELISA
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Validacién de la Determinacién del FvW por el Método de
ELISA '

Todas las muestras de plasma fueron obtenidas y procesadas de la misma
manera, en cada uno dt los plasmas se cuantific la cantidad de protefna total,
la cual vari6 entre 41.9 y 107 pg\ul.

Posteriormente, se determiné el FvW en cada uno de los plasmas de
acuerde a los condiciones de trabajo establecidas, cada determinaci6n se
realizé por triplicado, se aplicaron métodos estadisticos y los resultados son
mostrados en la tabla No. 10, con los cuales se conformé la figura No. 6. Se
consider6 como testigo negativo: un plasma depletado de FVIIL:C; como

testigo positivo: un concentrado de FVIIIL:C.

y e
W oI W on
SAE\ER BE LA bisiUTECA
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Tabla 10
Validacién de la Determinacién del FvW por ELISA

MP Atim MP A MP At MP At
t- 10,000 19] 0.114 | 42 { 0.138 63 0.137
t+ | 1.254 | 20| 0.127 | 42 | 0.216 64 0.183
P [0.190} 21} 0.137 ) 43 | 0.121 65 0.253
1 0.475 } 22 1 0.116 ] 44 | 0.158 66 0.201
2 | 0.31512310.153 | 45 | 0.155 67 0.138
3 0.333 ) 241 0.163 | 46 | 0.220 68 0.158
4 0.303]125]0.265] 47 | 0.196 69 0.175
5 ]10.400) 26§ 0.184 ] 48 | 0.205 70 0.215
6 10,266 127]0.201) 49 0.1228 71 0.186
7 0.325 {28 1 0.186 ] 50 | 0.275 72 0.209
8 0,354 { 291 0.192 | 51} 0.204 P 0.235
9 0.223 [ 30] 0.194 { 52 | 0.200 t- 0.000
10 } 0.213 § 31) 0.247 | 53 | 0.181 £+ 1.520
11 } 0.231 321 0.232 | 54 | 0.154 73 0.255
12 { 0.407 §1 33 ] 0.212 ) 55| 0.190 74 0.235
13 | 0,352 | 36 | 0.185 | 56 | 0.185 75 0.237
14 ] 0.361 | 35{ 0.273 | 57 | 0.188 76 0.295
15 ] 0.287 | 36 { 0.178 1 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 { 0.246 1 39 ] 0.182 ) 61 ] 0.125 80 0.244
P 0.141 { 40 ] 0.157 } 62 | 0.180

MP: muestra de plasma normal
t+ : testigo positivo (concentrado de FVIII:C)
t~ 31 testigo negativo (plasma depletado de FVIII:C)
P : plasma de la paciente
A 44ne ¢ 8bsorbencia a 414 nm
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Figura 6
Determinacién del FvW por el método de
ELISA en plasmas normales.

Una vez que se estandariz6 el método se procedié a realizar la

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

paciente de estudio, los resultados obtenidos se muestran en la

siguiente tabla:

81



Tabla 11
Determinacién del FvW en el plasma de la paciente por el método de

ELISA.
No, Determinacion A 414 nm
1 0.190
2 0.141
3 0.200

Dichos resultados se incorporaron en la figura anterior, obteniéndose la

figura 7.
@ o Plasma normal
ost * Plasma del paciente
o4} o ©
o &
o
Eu %’ = u‘:
o
v ° o 0: ° °o ¢ aw" °
b ) © i T6 0]
o2y o 9,0 °°ng °o° a:
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& Y © o8 @ L
ol
o R R R

Figura 7
Determinacién del FYW par el método de
on pla‘gmas normalas y de la paciente en
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Determinacién del FvW por Inmunoelectrotrénsferencia.

El otro método utilizado para determinar FvW en plasma fue el ensayo
de Inmunoelectrotransferencia. Primeramente, se hizo un corrimiento
electroforético en el chal se analizaron las protefnas de un MPN, en geles de
acrilamida-bisacrilamida al 7.5 %.

Se corrieron diferentes concentraciones de proteina total que fueron de
20 a 2.5 pg por carril y el gel obtenido se transfirié a un papel de nitrocelulosa
(PNC). Cada uno de los carriles fue recortado y posteriormente expuesto al
anticuerpe anti-FvW a una dilucién 1:500, después se pusieron en contacto con
el anticuerpo peroxidado y revelado con diaminobencidina.

El mismo procedimiento se realizé con el plasma de la paciente y
con un grupo de plasmas normales previamente probados por el método de

ELISA. En la figura siguiente se observan los resultados obtenidos.
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Figura 8
Deteminacion det FyW por
inmunoelectrotransferencia

carril a : Marcadores de P.M.

carrl b : control positivo.

carril ¢ : 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 curva con las
distancias de migracién, contra el logaritmo del P.M. de los marcadores de

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

Tabla-12
Marcadores de Peso Molecular
Marcador de P.M. kDa Distancia recorrida

(cm).

Miosing 205 0.5
B-galactosidasa 116 1.0
Fasforilasa 97 23
ASB 06 29
Owoalblimina 45 43
Anhydrasa carbonica 29 62
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Figura®
Determinacién de Pesos Moleculares.

En el grifico obtenidé 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 realizé un segundo inmunoblot con plasmas
obtenidos cinco meses después, no se encontré diferencia entre el plasma de

la paciente y los normales, como se muestra en la siguiente figura.

86



abcd efg

Figura 10

Determinacion del FYW por
inmunotransferencia.

Carril a : Marcadores de P.M.
Carril b : Control positivo

Carril ¢ : Control negativo

Carril d : Plasma de la paciente
Carril @ al f : Plasmas normales
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DISCUSION

En esta tesis hicimos un estudio prospectivo de un caso clfnico poco
frecuente, ya que desde q‘ue se inici6 el Servicio de Hematologfa hasta la fecha
no se habfa encontrado un caso de caracteristicas similares, se traté de una
mujer de 19 afios que presents deficiencia de FVIIL:C adquirida por presencia
de algin inhibidor provocada, posiblemente, como una respuesta a la ingesta
de anticonceptivos orales.

La paciente cuando ingresé al HE.CM. "La Raza" tuvo un cuadro
clfnico manifestado por tendencias hemorréagicas que se presentaron en forma
de equimosis en miembros superiores que aparecieron en forma esponténea.
En el laboratorio encontramos un TTPa prolongado que no corrigié con
plasma normal, FVIIE:C de menos de 1 % de actividad, por lo tanto la
paciente presenté una deficiencia de actividad del FVIIIL:C.

La deficiencia de FVIIL:C, se encuentra relacionada con diferentes
sindromes principalmente, la hemofilia A y 1a Enfermedad de von Willebrand.

Debido a que la paciente no tuvo ningiin antecedente heredo-familiar
relacionado con su padecimiento, y su cariotipo fue normal, no pud6 haber
sufrido una hemofilia cldsica, ya que White (Whitc 1989) reporta que la hemofilia
cldsica es un desorden recesivo ligado al sexo, expresada en hombres,

fungiendo la mujer como portadora de fa enfermedad, la cual la padece a nivel
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congénito en el caso de ser hija de padre hemofilico y madre portadora, por
1o que la paciente presenta una deficiencia adquirida de WIII:C.

Es importante considerar que debido a que present6 una deficiencia
severade FVIIL:Cse esperaba clinicamente que tuviera sangrados muy severos,
como lo reporta Kasper (Kasper 1985) que dice: "que para el propésito clinico
la deficiencia del FVIIL:C es clasificado como severo {menos del 1%),

moderado (1 a 5%) y leve (5 a 30%) de acuerdo al % de la actividad det
A FVTII ensayado en plasma normal”. Schulman (Schulman 1984) dice: "que las
manifestaciones clinicas incluyen sangrado esponténeos en articulaciones,
miisculos y cerebro; un sangrado leve pero prolongado a la menor cortada y
sangrado severo en laceraciones". Los sangrados espontineos son limitados
generalmente a pacientes con menos del 5% de actividad del FVIILC, lo cual
no ocurti6 en la paciente, con excepcién del cuadro agudo que present6 al
principio, ella siempre permaneci6 asintomética.

Posteriormente se detectd in vitro la presencia de algin inhibidor contra
FVIILC de 60 U.B. por lo que, pensamos que la deficiencia de FVIILC era
provocada por la presencia de inhibidor, como lo reporta Ratnoff (Rafnoff 1987),
que dice: "que en el caso de presencia de inhibidor contra FVIIL:C, la prueba
de TTPa puede mostrarse anormal, las diluciones seriadas del plasma del

paciente con un plasma normal puede demostrar una prolongacién de un
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control de TTPa normal”. Lo cual concuerda con nuestros resultados.

A los 4 meses ya no se detectd jn yitro el inhibidor, subiendo un poco
el nivel de actividad de FVIIL:C, manteniéndose en entre 4 y 9 % durante un
afio, lo cual s factible ya que Ratnoff (33), reporta que: "aproximadamente el
10 % de los inhibidores esponténeos contra FVIII:C pueden desaparecer y
regresar sin terapia especifica y un 45 % desaparecen en asociacién con
esteroides y otras terapias”.

Slocombe (Slocombe 1981) reporta: "que el inhibidor solo puede ocurrir en
pacientes con hemofilia clésica, usualmente en ancianos y espontineamente en
mujeres después del parto. Estos son asociados con neoplasias, desordeneé
autoimnunes tales como artritis reumatoide y LES". También ha sido descrito
el caso de anticuerpos desarrollados por antibi6ticos como la penicilina; por
lo que era importante descartar que la paciente tuviera un enfermedad
autoinmune como es LES, para lo cual se determiné inhibidor lipico,
determinaci6én 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
antifosfolipidos o LES. Descartamos la posibilidad de que nuestra paciente
tuviera enfermedad von Willebrand en una forma qlésica, ya que su tiempo de

sangrado fue normal, y los estudios para valorar agregacién plaquetaria se
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encontraron dentro de los valores normales. Corrobordndose con la
bibliografia que establece, que dicha enfermedad se caracteriza por una
deficiencia del FVW detectada in vivo por un tiempo de sangrado prolongado
e in vitro por una reddccién en la agregacién plaquetaria con el plasma de la
paciente en presencia de ristocetina.

El conjunto de resultados nos condujé a pensar que la sintomatologfa
que presentaba la paciente posiblemente se debia a una deficiencia adquirida
de FVIII por presencia de algin inhibidor.

Aunque con los estudios realizados no podiamos ayudar a definir
clinicamente el padecimiento de la paciente, ya que los métodos
coagulométricos por ser pruebas de punto final miden tinicamente la actividad
funcional del FVIIL.C y pueden tener interferencias, ademéas de que nos
interesaba saber si el FVII:C ademé&s de su bz}ja actividad, también se
encontraba bajo a nivel fisicoquimico, es decir, si existia una deficiencia
molecular de esta proteina. Asimismo poder esclarecer si las posibles causas
de la deficiencia de dicha proteina;

1) Disminucién en la sintesis protefca
2) Disfuncién de la proteina

3) Presencia de anticuerpo contra FVIII:C no detectable por la técnica comtn.
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Por ello, se pensé en hacer estudios basados en métodos més sensibles
como son los inmunoenzim4ticos.

Para lo cual era necesario considerar primero la necesidad de un
anticuerpo, no se cont$ con el anticuerpo anti-FVIIL:C y la producién de
dicho anticuerpo no fue posible, debido a, que se tienen problemas como son
la purificacién de la proteina, para lo cual hay que considerar: la concentracion
en plasma del FVIIL:C es extremadamente baja y est4 en combinacién con una
marcada tendencia a degradacién proteolitica, Como lo establece Vehar y
David (Lavergne 1976) que obtuvieron 400 pg de FVIIIL:C de bovino a partir de
2501 de plasma de bovino.

Por lo que como alternativa se conté 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 Inmunoelectrotransferencia. Para la determinacién de ELISA
previamente se hizo una titulacién de anticuerpo y antigeno para establecer las
condiciones de trabajo para la determinacién del factor por dicho método.

Bajo dichas condiciones se realizé la validacién y estandarizacién de la
determinacién del FvW por el método de ELISA. Para ello se conté con
muestra de plasmas de pacientes normales que acuden al Banco de Sangre del

CM. "La Raza" en donde se tomo de mujeres jévenes, sanas que
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aparentemente no presentaban ningiin problema de coagulacién.Todas las
muestras fueron tomadas, procesadas y conservadas de la misma manera.

Los valores normales para la determinacién 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 podriamos decir que
entran dentro de los valores inferiores normales.

En diciembre de 1990 se realiz6 una inmunoelectrotransferencia. Primero
realizamos una curva de una MPN para saber la cantidad 6ptima de proteina
en cada carril (20 pg). Se observé que el anticuerpo anti-FyW reconocié 4
bandas de peso molecular de: 154, 150, 118, 91 kDa. Luego se corrié el plasma
de la paciente y de plasmas normales encontrandose el caso de la paciente su
FVW se encuentra ligeramente mas tenue, pero al hacer el estudio -
comparativ-o con la curva de MPN se observé que se encuentra
aproximadamente en un 50 % el FvW de la paciente por lo que se encuentra
dentro de los valores normales inferiores, 1o cual se corrobora con la actividad
determinada por aélutinacién, (50% de actividad), asimismo hay relacién entre
la concentracién del F¥W con su actividad.

Se repiti6 el ensayo en abril de 1991 encontrandose que ¢l 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 ingérir anticonceptivos
orales, estos posiblemente produjeron en su organismo la aparicién de
inhibidores del FVII, ‘Jroduciendo disminucién de dicha protefna en piasma,
Pero no se normalizé 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 present6
una deficiencia adquirida leve del Fact‘or von Willebrand, la cual recupera
posteriormente, lo cual se comprob6 al analizar fisicoquimicamente dicho
factor de la paciente por el método de ELISA ¢ inmunoelectrotransferencia.

Asimismo que la paciente tuvé una disminuci6n de la actividad funcional
del FVIILC, debido a la presencia de un inhibidor, que es un anticuerpo
contra dicha protefna, comprobado por técnicas coagulométricas.

Se realizé la estandarizacién y validacién de la determinacién 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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PERPECTIVAS:

Producir un anticuerpo anti-factor VIIL:C y realizar t€cnicas
inmunoqufmicas para esclarecer sf tiene una deficiencia de dicha proteina.
Asimismo sf existe una anormalidad fisicoquimica.

Realizar estudios que nos corrobore que en ella se realizé un
desorden inmunolégico provocado por la ingesta de anticonceptivos orales,
para ‘ello se realizarian las siguientes alternativas: Realizar un estudio
farmacol6gico del anticonceptivos oral (TRINORDIOL) utilizando como
modelo de experimentacién ratas, a las cuales se les adminstraria dicho
medicamento para observar si produce efectos adversos, especificamente del
sistema de coagulacién, o bien, si hay alguna alteraci6n en su sistema
inmunolégico; esto a que produzca alguna alteracién que desencadene un
proceso autoinmune y el desarrollo de auto-anticuerpos.

El otrc estudio seria con células de la paciente, por ejemplo;
cﬁltivar sus linfocitos e inducir jn vitro el contacto con el medicamento y
observar como es el comportamiento, si existiera una respuesta del desarrollo
de anticuerpos contra las proteinas de la coagulacién, si hay tal respuesta
realizar caracterizacién de dichos anticuerpos.

Como experiencia al encontrarse en un futuro 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 los estudios pertinentes tanto coagﬁlométﬁcos, como
inmunolégicos, as{ como pruebas de caracterizacién molecular para ayudar al
médico a establecer un’diagnéstico de la enfermedad y con ello un tratamiento
adecuado de la paciente.

Es importante fomentar las interacciones: Facultad, Instituciones
Hospitalarias y Centros de Investigacion, lo cual es de suma importancia para
nosotros, ya que si existe la interaccién Facultad-Institucién Hospitalaria-
Centro de investigacion, se verfan los requerimientos de conocimientos
necesarios para el desarrollo profesional en este caso de los Quimicos en el
&rea hospitalaria, lo cual nos servirfa como base en la Elaboracién de Planes
de Estudios.

La interrelacién Centros de Investigacién- Instituciones Hospitalarias, es una
de las més importantes, ya que con ello se cubrirfan las demandas que
pudieran tener cualquiera de elias y con ello poder brindar al paciente un

diagnéstico més certero y con ello el tratamiento adecuado.
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APENDICE DE SOLUCIONES,

Agcrilamida 30 %

Acrilamida (Serva 10675) . 300g
Agua bidestilada ’ 11
Resina RG-501-X8 (Bio-Rad 142-6424) . 10g

Disolver la acrilamida en 800 ml de agua, posteriormente
aforar a 1 It. Desionizar la acrilamida con la resina RG-501-X8
durante 1 hora con agitacion continua. Filtrar por papel filtro
Whatman no. 40, posteriormente por membrana 0.22y. Alicuotar, y

almacenar en refrigeracién.

Albimina 1 mg \ ml
Albtimina (Sigma) 10 mg
NaCl 0.15 M (Baker) 10 ml

Pesar la albimina y disolverla en 10 ml de NaCl 0.15 M,

guardar a - 20°C.
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Albimipa 1 % \ PBS-Tween
Albiiina (Sigma)
PBS-Tween 0.05%

Disolver 1a albiimina en los 10 mt de PBS/Tween 0.05%.

Amortiguador 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 ml,

Amortiguador de Fosfatos 50 mM pH 7.4
H,PO, IM
Agua bidestilada

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

0lg
10 ml

3g
100 ml

50 ml
11

pH = 7.4 con NaOH 10 N. Aforar a 1 litro. Guardar en refrigeracién.
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Bi-Car pH=9.6
Na, CO, anhidro granular (Baker) 156 g

NaHCO, anhidro (sigma) 293 g
Agua bidestilada ! 11

Las saies se disuelven en 800 ml de H,0, s¢ ajusta el pH=9.6 y se afora

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

Amortiguador de Laemmli 1X para muestra

SDS 20% 30 mi
Tris 1 M, pH 6.8 125 ml
Glicerol 10 ml
Rojo de Fenol 1g
Agua bidestilada c.b.p. 100 m!

Disolver el rojo de fenol en agua bidestilada, con el Tris 1M,
pH=6.8, y el glicerol, se ajusta pH, finalmente se agrega el SDS y se afora a

100 ml con H,0. Guardar a temperatura ambiente.
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Amortiguador de Transferencia

Trizma-Base 145¢g
Glicina 670¢g
Metanol (grado reactivo) . 1200 ml

Disolver el Trizma-base y la glicina en agua bidestilada, ajustar el
pH=8.3, aforar a 4 litros, posteriormente afadir 1200 ml de metanol y
finalmente .aforar a 6 litros. Se necesitan aproximadamente 7 litros de

amortiguador por cada corrida.

Bis-Acrilamida 2 %.

Bis-acrilamida (Bio-Rad 161-0201) 20g
Agua bidestilada 11
Resina RG-501-X8 (Bio-Rad 142-6424) 10g

Disolver la Bis-acrilamida en 800 ml de agua, posteriormente
aforar a 1 It. Desionizar la acrilamida con la resina RG-501-X8
- durante 1 hora con agitacion continua. Filtrar por papel filtro
Whatman no, 40, posteriormente por membrana 0.22p. Alicuotar.

Almacenar a 4°C.,
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Citrate de sodio 38 %,

citrato de sodio (Baker) ' 38g

agua bidestilada 100 ml
Disolver el citrato de sodio en el agua, aforar a 100 ml.

Filtrar a través de papel filtro Whatman no. 4 . Almacenar a 4°C.

Cloruro de calcio 0.025 M
Cloruro de calcio 277g
Agua bidestilada 11

Pesar el CaCl, y disolverlo en los 1000 ml de agua
bidestilada, una vez aforada la solucién filtrarla através de papel filtro

whatman No. 4. Almacenar a 4°C.

Cloruro de sodio 0.15M
cloruro de sodio (Baker) 9g
Agua bidestilada il

Pesar los 9 gramos de NaCl y disolverlos en agua bidestilada, y la
solucién pasar a un matraz aforado de 1 litro. filtrar através de membrana de
nitrocelulosa de poro de .22 pi. Poner en alicuotas. Guardar en

refrigeracion,
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Colorante de Cleveland para rincién de geles.

Solucién para teilir:
[Final]

Metanol 500 ml " 50 %
Acido acético 100 ml 10 %
Azul de coomassie lg 0.1 %
Agua bidestilada c.p. 1000 ml
Solucién destefiidora.

[Final}
Alcohol metilico puro (REASOL) ) 150 mi 5%
Acido acético 300 ml 10 %
Diaminobencidina (DAB).
DAB 50 mg
Amortiguador fosfatos 50 mM, pH=7.4 ' 100 ml

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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Dodecil sulfato de sodio (SDS) 20%

SDS (sodium Lauryl sulphate Bio-Rad ) ' 20g

Agua bidestilada 100 ml
El SDS se disuefve poco a poco, evitando que se haga espuma, se

afora a 100 ml y se almacena a temperatura ambiente.

SDS 02%
SDS 20% 1 ml
Agua bidestilada 100 ml

Realizar una dilucién 1:100 de la solucién SDS 20%. Guardar a

temperatura ambiente.

Oxalato de amonio 1%

Oxalato de amonio 1g

Agua bidestilada . 100 ml
Disolver el oxalato de amonio en los 100 ml de agua,

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

va a utilizar. Guardar en refrigeracién,
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Persulfato de amonio (APS)
APS (Bio-Rad Laborataries)
Agua

Disolver los 100 mg de APS en un m! de agua bidestilada.

Guardar a 4°C,
Resstivo de Bradford

1X X
Azul de coomassie G-250 (PIERCE) 100 mg 500 mg
Etanol 95% (Baker) 50ml 250ml
Acido orto-fosférico (Merck) 100 mi 500 ml
Agua bidestilada c.p. 1000 mt 1000 mi

Disolver el azul de coomassie en el etanol, afiadir el 4cido
orto-fosférico, aforar a un litro con agua bidestilada. Filtrar en un

embudo con filtro No, 50.
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EBS 10 X

NaCl , ' 80g
KCl 2g
Na2HPO, dibssico ! . 115g
KH,PO, monobisico . 2g
Agua bidestilada 11

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

ml, se filtra por 0.22 pm y se guardar a temperatura ambiente.

PBS 1X

PBS 10 X 100 mi
Agua bidestilada : 11
EBS-Tween 0.05% _

Tween 20 : 0.5 ml
PBS 11

Agregar 0.5 ml de tween 20 a 999.5 ml de PBS y mezciar muy bien.
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Tris:HC] 1M pH = 88,

Trizma Base (Sigma T-1378) , B 121.1'g
Agua bidestilada 11
Pesar el trizma base y disolver en 800 ml de H O bidestilada

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

por membrana 0.22y poner en alicuotas de 200 ml.

Guardar a 4°C.

Tris-HC] 1M pH = 68.

Trizma Base (Sigma T-1378) - 1211 g
Agua bidestilada 11
Pesar el trizma base y disolver en 800 ml de H,O bidestilada

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

por membrana 0.22p poner en alicuotas de 200 ml. Guardar a 4°C,
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