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PROTOCOLO PARA EL ESTUDIO
DE LAS HEMOFILIAS A Y B EN MEDELLIN

F. CUELLAR, J. LOZANO, JJ. SARMIENTO, J. VILLANUEVA, L. ALVAREZ,
M.L. MURILLO, LM. MAYA, M.C. MONDRAGON

Se informan los resultados de un protocolo
para el estudio de las hemofilias A y B. Se
cuantifica el nivel de FVIII:C y FIX:C por la
prueba de una etapa y con base en ello se esta-
blece la severidad de la enfermedad en 26 pa-
cientes hemofilicos previamente conocidos co-
mo tales con base en las pruebas de coagulacion
mas sencillas. Se discute la utilidad de nuestro
perfil biolégico en el estudio de pacientes con
historia sugestiva de estas coagulopatias here-
ditarias.

Las hemofilias representan el 95% de las
coagulopatias hereditarias. De éstas, la hemo-
filia A o clasica, secundaria a la deficiencia del
factor VIII de la coagulacidn, no sélo es la mas
antigua (1) sino también la mas frecuentemen-
te diagnosticada. La hemofilia B o enferme-
dad de Christmas, secundaria a la deficiencia
del factor IX de la coagulacion, fue reconoci-
da como una entidad diferente en los afios
1951-1952 (2, 3). Se estima que la frecuencia
de la hemofilia puede ser de 25 por 100.000
hombres (4). De éstos, 80-85% tienen hemofi-
lia A y los restantes hemofilia B (5).

En la literatura colombiana s6lo se conocen
informes aislados de casos hemofilicos (6-8)
estudiados por la técnica de la generacion de
la tromboplastina, o bien mencionados en re-
visiones del tema con un enfoque histérico
(9-11), humoristico (12) o terapéutico (11,
13).

El objetivo del presente trabajo es el de in-
formar los resultados del protocolo para el
diagnostico y clasificacion de las hemofilias
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basados en el tiempo parcial de tromboplasti-
na activado (TPTa) y la cuantificacion del de-
fecto por laprueba de una etapa, en 26 pacien-
tes previamente conocidos como hemofilicos
diagnosticados por pruebas de coagulacion
mas sencillas. Se discute la utilidad de este
perfil basico como una de las metodologias
mas apropiadas para la caracterizacién de nues-
tros casos hemofilicos.

MATERIAL Y METODOS

El protocolo para el estudio de las hemofi-
lias se basa en el analisis y evaluacién conjunta
de tres puntos principales:

1. En la investigacion del patréon de heren-
cia del defecto del paciente (recesivo ligado al
sexo en caso de hemofilia A o B).

2. En la evaluacién clinica del paciente (se-
cuelas artropaticas).

3. Desde el punto de vista biolégico por: a)
Deteccidén de un alargamiento del TPTa tanto
en las pruebas basales como en las diluciones
con soluciéon salina, al ser comparado con una
mezcla de plasmas normales escogidos al azar,
como se muestra en la Figura 1. Este alarga-
miento del TPTa del paciente debe corregirse
al agregar plasma normal, lo cual hace la dife-
renciacion frente a la presencia de un inhibi-
dor o anticoagulante circulante, tipo anticoa-
gulante lipico, o frente a la presencia de un
inhibidor especifico del factor VIII (este ulti-
mo caso se descartd con las pruebas de incu-
bacion del plasma hemofilico con plasma
normal que no revelaron la presencia de anti-
coagulante dependiente de temperatura) lo
cual es caracteristico encontrarlo en pacientes
con inhibidores especificos del factor VIII. b)
Cuantificaciéon de la deficiencia del factor
VIII o IX utilizando la prueba de una etapa,
técnica universalmente conocida y aceptada
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para estos fines y con la cual es posible deter-
minar el tipo de hemofilia y su severidad.

El presente estudio se efectud en 26 pacien-
tes clasificados desde hacia mas de 10 afos
como hemofilicos con base en la historia per-
sonal y familiar caracteristica de hemofilia,
alargamiento del tiempo de coagulacidén y/o
tiempo de recalcificacién del plasma y en al-
gunos de ellos cualificacién del defecto con la
prueba de la generacion de tromboplastina
(14). La edad de estos pacientes fue de 12 a
30 afios. Como controles se escogieron 30 su-
jetos de sexo masculino que como nuestros
pacientes tenian mas de un mes sin tomar dro-
gas capaces de alterar los valores del factor
VIII o alguna otra prueba de coagulacion (4,
15). Los estudios de coagulacion se realizaron
en muestras de sangre mezcladas con citrato
de sodio al 3.8% en una proporcién de 9:1.
Las muestras se guardaron inmediatamente en
hielo y posteriormente fueron centrifugadas a
3000 rpm durante veinte minutos con el obje-
to de obtener plasma pobre en plaquetas; las
pruebas se realizaron en las cuatro horas si-
guientes.

Como prueba de seleccion de los casos se
utilizé el tiempo parcial de tromboplastina ac-
tivado (TPTa, basal) el cual se consideré6 como
anormal si se prolongaba méas de 8" sobre el
control (mezcla de tres plasmas normales).
Con el objeto de establecer si los resultados
anormales se debian a deficiencia de factores
o a la presencia de inhibidores circulantes, se
realizaron correcciones con plasma normal en
las proporciones (paciente/plasma normal) de
1:2, 1:4y 1:8(16). El estudio de los factores
VII y IX procoagulantes (abreviatura interna-
cional VIII :C y FIX: C) se hicieron por la prue-
ba de una etapa, basada en el TPTa y que defi-
ne el nivel del FVIII o FIX:C por el grado de
correccion que hace el plasma del paciente a
un plasma deficiente en factor VIII:C o FIX:
C al ser evaluado contra una curva de activi-
dad standard previamente preparada con va-
rias diluciones de una mezcla de plasmas nor-
males (17). La determinacion del inhibidor
del factor VIII:C o FIX:C se hizo por la téc-
nica descrita por Simmons. También se hizo
dosificacién de los factores coagulantes V, X,
XI, XII.
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RESULTADOS

Todos nuestros pacientes tuvieron el tiem-
po de sangria normal lo mismo que los otros
estudios basicos de coagulacion: recuento de
plaquetas, retraccién del coagulo, tiempo de
protrombina, tiempo de trombina, fibrindge-
no y lisis de euglobulinas.

El TPTa es una prueba de seleccion muy
util para el diagndstico de las deficiencias de
los factores VIII y IX (18) como se corrobora
en las Tablas 1, 2 y 3. Los tiempos de coagu-
lacion en todos los casos de aparente hemofi-
lia A o B resultaron prolongados con relacion
a los valores obtenidos en el mismo estudio en
una mezcla de plasmas normales. El grado de
anormalidad del TPTa es correlacionable con
el porcentaje de actividad del factor deficiente
y por lo tanto con la severidad clinica de la
enfermedad (19). En los casos en que el TPTa
estd muy cerca al valor del testigo como es el
caso del paciente LM (54/44) y VRT (47/36)
efectuamos diluciones del plasma problema y
testigo en solucion salina y asi pudimos desen-
mascarar una deficiencia leve, ya que cabria la
posibilidad de pasar a tal paciente como nor-
mal (Figura 1). También es importante hacer
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Figura 1. Los estudios con dilucion en solucién salina eviden-
cigron una deficiencia de factores de la via intrinseca vfo co-
miuin en el plasma problema al comparar su comportamienlo
con el del plasma normal.

notar que en todos los casos de alargamiento
del TPTa, éste fue corregido con la adicion de
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proporciones variables de plasma normal y
siempre estuvo en relaciéon con la intensidad
de la deficiencia (Figura 2) y la investigacion
de inhibidores endoégenos para el FVIII:C o
FIX: C, segun el caso, fue negativa. Este pa-
tron de resultados ha sido considerado en la li-
teratura como caracteristico de la deficiencia
de factores de la coagulacién plasmatica he-
cho que en el presente estudio es reforzado
por la ausencia de inhibidores de FVIII o IX
(16, 20).
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Figura 2. La adicién de cantidades variables de plasma nor-
mal al caso problema (N.T.) corrige el defecto, indicando asi
deficiencia de uno o varios factores de la via intrinseca y[o
comuin y no inhibidores.

Determinacion cuantitativa de los factores
VIII y IX: el TPTa es sensible a anormalidades
en las vias intrinseca y/o comin (no evalia a
los factores VII, XIII y al fosfolipido plaque-
tario (F3P) (17). Entonces el siguiente paso
fue el de dosificar los factores VIII y IX en
primer lugar, ya que son las coagulopatias he-
reditarias mas frecuentes (4, 21) y para corro-
borar aun mas los resultados obtenidos se
efectué posteriormente dosificacion de los
factores V, X, XI y XII, los cuales estuvieron
en su mayoria dentro de limites normales.
Ademas, como se observa en las tablas, se pu-
do clasificar la intensidad del padecimiento
como leve si la actividad o los factores estaba
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entre 5-35% (5 pacientes); moderada entre
1-5% (6 pacientes) y grave si era menos del
1% (15 pacientes) (19).

Respecto a los estudios de los otros facto-
res de la via intrinseca y comun, se observo
que cuatro pacientes con hemofilia A tuvieron
el factor IX en el limite normal inferior bajo
lo que también ocurrié en dos casos con el
factor XII y un caso en que hubo una ligera
disminucion del factor X. Un paciente con
hemofilia B tuvo concomitantemente un FVIII
bajo.

DISCUSION

La evaluacion por el laboratorio de las mo-
léculas de factor VIII y factor IX se ha desa-
rrollado en forma répida en la ultima década.
Como resultado de ello, el diagndstico y trata-
miento de pacientes con anormalidades de es-
tos factores ha mejorado considerablemente
(4, 17, 21). En este articulo se describe una
de las metodologias mas comunmente utiliza-
das para la evaluacién de los factores VIII y
IX, metodologia que puede ser realizada en
nuestro medio. Dado que las hemofilias A y B
son indistinguibles tanto desde el punto de
vista clinico y genético como en la capacidad
de alterar el TPTa (3, 4, 22, 28), se hace nece-
sario con fines basicamente terapéuticos reali-
zar la cuantificacion de los factores VIII y IX
y con base en su nivel establecer la severidad
clinica del defecto.

En nuestro estudio documentamos 26 pa-
cientes hemofilicos adultos, 24 del tipo Ay 2
del B. Los dos pacientes con hemofilia B y trece
de los pacientes con hemofilia A tuvieron una
deficiencia severa (57.7%); 6 tuvieron defi-
ciencia moderada (23%) y en 5 ésta fue leve
(19.3%). Esta alta incidencia de deficiencias
severas sugiere muy posiblemente una baja de-
teccion de casos leves (28). En nuestro proto-
colo de estudio este problema se ha enfrenta-
do aumentando la sensibilidad de la prueba de
seleccion (TPTa) utilizando diluciones con so-
lucion salina normal con lo cual se busca am-
plificar el defecto y hacerlo méas evidente por
el laboratorio en forma rutinaria (Figura 1),
evitando de esta manera gastos innecesarios en
pacientes con estudios normales incluyendo
las diluciones (16, 20). La severidad clinica se
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correlaciond con el valor promedio del TPTa
(Tablas 1, 2y 3).

Tabla 1. Hemofilia grave FVIII o IX <1%

. i 3 Inhibidor
Paciente TPTa VIII:C IX v X X1 XI11 FVII:C
seg. % % % % % % oIX
N.T. 144742 {1 84 — — 90 60 Negativo
A.V. 146/a4 {1 100 79 91 84 68 n
o.v. 142/44 {1 94 70 100 68 53 ”
IMY 99744 {1 82 79 91 74 31 "
H.J. 94/32 {1 + 100 88 76+100 +100 »
WM. 120736 (1 53 57 69 80 100 "
LM, 120736 66 &0 52 80 100 »
cMS.  100/36 {1 53 66 S8 80 +100 "
IPM.  106/40 (1 56 100 76 66 90 »
G.LA. 9840 {1 56 92 84 B2 100 @
AV.M. 95740 (1 56 72 68 60 74 u
11P. 13738 (1 66 82 86 74 +100 »
138, 15544 (1 82 70 50 68 +100 hd
R-HS.* 132/36 62 (1 s8 s5 16 100 =%
E.LA.*  98/40 40 (1 92 68 60 74 »
* Hemofilia B.
1. TPTa valor promedio: 119" +21" /40" +8 pacientes/

controles (24).
2. Valor normal para todos los factores dosificados: entre 50
y+ 100% de actividad.

Tabla 2. Hemofilia moderada: FVIII entre 1-5%

Inhibidor

Paciente TPTa  VII:C:  IX V X XI XII FVIII:C
seg. % % % % %

R.G. 81/40 1.8 100 74 86 82 62 Negativo
D.B. 76/32 2.6 + 100 74 68 + 100 + 100
1.LB. 75/32 2.6+ 100 74 68 + 100 + 100
11LG. 118/40 3.7 7470 64 82 62
C.M.G. 72/40 4.5 94 78 76 76 74
0.E. 68/42 5.0 100 90 60

. TPTa: promedio 82"+ 16"/40" + 8" (24)
Valor normal para todos los factores dosificados: entre 50
y 100% de actividad.

[S]

Aunque se hace completamente necesario
documentar ambas fracciones del complejo
molecular del factor VIII para hacer el diag-
ndstico diferencial entre hemofilia A y enfer-
medad de Von Willebrand, basamos el diag-
ndstico de la primera entidad en la evaluacion
conjunta de los aspectos genéticos, clinicos y
de laboratorio, lo cual hace muy improbable
que algunos de nuestros pacientes presente la
enfermedad de Von Willebrand (24, 25, 28).
La comprobacion de la hemofilia B es por el
contrario mucho mas sencilla y se basa especi-
ficamente en la documentacion de la deficien-
cia del factor IX (5. 17).
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Tabla 3. Hemofilia leve: FVII entre 5-35% -

. 1 2 Inhibidor

Paciente TPTa VII:C® IX v X XI XII FYII:C
seg. % %o B % % %

R.B. 60/32 8 98 74 55 +100 86 Negativo
LHS. 90/42 22 62 - 100 72 - o
LM.C. 83/42 27 50 71 +100 74 - #
L.M. 54/44 30 79 74 100 70 51 "
V.R.T. 47/36 34 66 60 43 80 100 n

n
1. TPTa promedio: 67 *17 /40" 8" (24)
2. Valor normal para todos los factores dosificados: entre 50
v+ 100% de actividad.

Por otra parte encontramos que en algunos
casos de hemofilia A habia asociada otra defi-
ciencia de factores de la coagulacion, aspecto
éste que ya ha sido reportado en la literatura
(26, 27), incluyendo la asociacion de deficien-
cias de factores VIII y IX en un mismo pa-
ciente, tema que serd analizado en préximas
publicaciones. Es importante por ultimo enfa-
tizar que en nuestro medio existen muy pocos
trabajos que hayan analizado las hemofilias
haciendo énfasis en su forma de caracteriza-
ciéon y diagnostico como fue el objetivo de
este trabajo.

SUMMARY
The diagnosis of hemophilia can be suspec-
ted on clinical grounds and the diagnosis esta-
blished with simple laboratory tests. The seve-
rity of the disease requires quantification of
the appropriate coagulation factors.

The usefulness of a simple working proce-
dure for the diagnosis of classic hemophilia
and factor IX deficiency is discussed. By using
the one step test, the levels of factor VIII:C
and factor IX: C were measured; these results
were the basis to establish the severity of the
disease in 26 patients known to have the defi-
ciency.
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