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1. INTRODUCCION

“Nada en la vida debe ser temido, solamente comprendido. Ahora es el momento de comprender mas,
para temer menos’.

Marie Curie (1867 - 1934)
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1. INTRODUCCION

Los concentrados de factores de coagulacion son farmacos que contienen proteinas de la
cascada de la coagulacion y que se utilizan principalmente como tratamiento sustitutivo
en las coagulopatias congénitas. De los medicamentos disponibles, el factor VIII
(FVII), indicado en la hemofilia A, es el cuantitativamente mas significativo por la
prevalencia de esta coagulopatia asi como por su semivida plasmatica [Stonebraker et
al., 2010] [Aznar et al., 2009]. En el plasma, este factor estd unido al factor von
Willebrand (FvW), que prolonga su vida media. En la actualidad, segin su fuente de
obtenciodn, existen concentrados de origen recombinante y de origen plasmatico. Los de
origen recombinante se obtienen por técnicas de ingenieria genética en células de
mamifero en cultivo. Los de origen plasmatico, también denominados hemoderivados,
se producen a escala industrial a partir de grandes volimenes de plasma humano
mediante diversos procedimientos de separacion y purificacion. En éstos ultimos,
pueden encontrarse ambas proteinas, Factor VIII y FvW, como principio activo.

Como productos bioldgicos y debido a su proceso de obtencion, existe una gran
variabilidad en las caracteristicas interlote en cuanto al principio activo, que tendra que
ser considerada al utilizarse terapéuticamente [Jodar et al., 1995]. Los métodos para su
valoracion son establecidos por la Farmacopea Europea (Ph. Eur.) y las monografias
correspondientes [European Pharmacopoeia, 2010, 2014], que marcan los criterios de

aceptacion de su contenido [Batlle, 2006].

1.1 Hemostasia. Fisiologia de la coagulacion.

La hemostasia se define como todos aquellos procesos destinados a evitar o disminuir
las pérdidas de sangre por lesiones en las paredes vasculares. El sistema hemostatico
consta de vasos sanguineos, plaquetas y sistemas de coagulacién (con los factores
fibrinoliticos y sus inhibidores).

Si se produce una herida en un vaso, existen cuatro mecanismos que aparecen
localmente en el lugar de la herida para controlar la hemorragia [Yardumian et al.,

1986] [Garcia-Conde et al., 2003]: contraccion de la pared del vaso, adhesion y
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agregacion plaquetaria, formacién y consolidacion del coagulo de fibrina (coagulacion
sanguinea) y, por ultimo, eliminacion del codgulo.

La hemostasia comprende dos etapas: primaria y secundaria. La hemostasia primaria
consiste en la formacidn instantanea de un tapén en la pared del vaso, mediante la
vasoconstriccion, adhesion y agregacion plaquetaria. Sin embargo, es efectiva solo
temporalmente. La hemorragia puede comenzar de nuevo si la hemostasia secundaria no
refuerza el tapon plaquetario mediante la formacion de un coagulo estable de fibrina.
Finalmente, los mecanismos producidos dentro del sistema fibrinolitico conducen a la

disolucion del coagulo de fibrina y a la restauracion del flujo sanguineo normal.

1.1.1. Endotelioy sistema vascular.

El endotelio intacto no inicia ni mantiene la adhesion plaquetaria ni la coagulacion. La
tromboresistencia endotelial estd producida por un nuamero de substancias
antiplaquetarias y anticoagulantes sintetizadas por las células endoteliales.

Las células endoteliales también sintetizan y secretan el TFPI (Tissue Factor Pathway
Inhibitor), que inhibe la via extrinseca de coagulacion. Ademas, tanto el t-PA (Tissue
Plasminogen Activator) como el PAI-1 (Plasminogen Activator Inhibitor), su inhibidor,
que modula la fibrinolisis, son secretados por las células endoteliales. También poseen
algunas propiedades procoagulantes mediante la sintesis y secrecion del FvW y el PAI-
1. [Munker et al., 2007]. Tras una herida, son inducidos estos factores procoagulantes
asi como la actividad del factor tisular (TF), lo que conlleva la adhesion y activacion de
las plaquetas y la generacion de trombina [Camerer, 1996]. Los vasos sanguineos
pequenos comprenden las arteriolas y capilares sanguineos pero so6lo las primeras tienen
paredes musculares que les permiten cambios en el calibre arteriolar. La secrecion
plaquetaria de tromboxano A, (TxA;), serotonina y epinefrina promueve la

vasoconstriccion durante la hemostasia.

1.1.2. El papel de las plaquetas.

Las plaquetas son fragmentos anucleados circulantes, liberados desde los
megacariocitos de la médula 6sea. Su vida media es, aproximadamente, de 9 dias. Su
recuento oscila entre 150.000 y 400.000 plaquetas por microlitro de sangre.
Contribuyen a la hemostasia primaria al formar un tapon hemostatico en el lugar del

dano vascular.
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Su cubierta exterior estd comprendida por varias glicoproteinas, entre las que se
encuentran la integrina, ouf3, y glicoproteinas ricas en leucina, que median en los
receptores de adhesion y agregacion plaquetaria para agonistas como el ADP (adenosin
difosfato), el acido araquidénico y otras moléculas. Presentan muchos cuerpos
citoplasmaticos como a-granulos y cuerpos densos [Yardumian, 1986] [Smyth, 2009].

Los a-granulos son el lugar de almacenamiento de la B-tromboglobulina (BTG), el
factor plaquetario 4 (PF4), el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el
FvW, fibrindgeno, factor V (FV), PAI-1 y trombospondina. Los cuerpos densos
contienen ADP, ATP, calcio y serotonina. También contienen filamentos de actina y
una banda circunferencial de microtibulos (Figura 1), implicados en el mantenimiento

de la forma de las plaquetas.

SCCS: Open Canalicular System; MT: Microtubules; DB: Dense Bodies; G: a-Granules

Figura 1. Representacion esquematica de la plaqueta (Triplett, 2000).

El sistema canalicular abierto juega un papel en el intercambio de substancias desde el
plasma a las plaquetas y viceversa. Mientras que las plaquetas normales circulan por la

sangre y no se adhieren al sistema vascular normal, su activacion provoca un numero de
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cambios que resultan en la promocion de la hemostasia por dos mecanismos: formacion
del tapoén hemostatico en el lugar de la herida y aportacion de fosfolipidos como
superficie procoagulante para la coagulacion sanguinea.

La formacion del tapon plaquetario inicial puede dividirse en pasos separados pero
interrelacionados estrechamente in vivo: adhesion plaquetaria, cambio en la forma,
reaccion de liberacion y agregacion plaquetaria [Savage, 2001].

A los pocos segundos de producirse una herida, las plaquetas se pegan a las proteinas
adhesivas tales como el colageno, via los receptores de superficie de glicoproteinas
especificas (adhesion plaquetaria). En este contexto, el FvW sirve de puente que se
adhiere primero a las fibras de coldgeno y entonces, cambia su conformacién, seguido
por la unidon de las plaquetas al FvW [Huizinga, 2002] [Heemskerk, 2002] [Sadler,
2002] [Ruggeri, 2007].

Tras la adhesion, las plaquetas experimentan un cambio desde su forma de disco a una
forma esférica, formando pseudopodos. Casi simultdneamente, se produce una reaccion
de liberacion en la que un numero de compuestos bioldégicamente activos almacenados
en los granulos de las plaquetas son excretados al exterior. Estas substancias, que
incluyen ADP, serotonina, TxA,, BTG, PF4 y FvW aceleran la reaccion de formacion
del tapon y también inician la agregacion plaquetaria.

Como resultado de la agregacion plaquetaria, el tapon plaquetario se hace mas grande y
se produce la liberacion de mdas contenidos granulares con el fin de inducir a mas
plaquetas a agregarse. Las prostaglandinas juegan un papel adicional en la mediacién de
la reaccion de liberacion, agregando las plaquetas.

El TxA; es un inductor muy potente de la secrecion y agregacion plaquetaria. Se forma
a partir del &cido araquidonico por accion del enzima ciclooxigenasa y es liberado desde
la membrana de la plaqueta mediante las fosfolipasas, tras su activacion por colageno y
epinefrina.

Al final del proceso de agregacion, el tapoén hemostatico consiste en plaquetas
desgranuladas estrechamente empaquetadas. El fibrindgeno es necesario para la
agregacion plaquetaria mediante su union a los receptores de la integrina oypP3 [Marder

et al., 2013].
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1.1.3. Coagulacion sanguinea.

La rotura de un vaso sanguineo implica una pérdida de sangre que debe ser evitada
rapidamente. Para ello, la hemostasia primaria da lugar a un tapén plaquetario que
resulta insuficiente. En consecuencia, es la hemostasia secundaria la que se pone en
funcionamiento posteriormente para formar un codgulo de fibrina. La hemostasia
secundaria comprende la coagulacion sanguinea y la fibrinolisis.

El sistema de coagulacién estd formado por proteinas, en su mayoria enzimas
inactivadas, que se activan unas a otras de manera secuencial, dando lugar a una cascada
de reacciones enzimaticas (Figura 2). Estas reacciones se producen sobre una superficie
fosfolipidica, bien sea ésta la de plaquetas activadas o membranas de células
endoteliales activadas de la pared del vaso y requiere la presencia de un cofactor no
enzimatico (factores de coagulacion V y VIII).

En estas reacciones, el enzima es un factor de coagulacion activado y el substrato es el
precursor inactivo de otro factor, que se activa cuando se rompe y separa de la molécula
una pequefia parte denominada péptido de activacion. Puede ser necesaria mas de una
rotura para la activacion del factor y puede que el péptido de activacion quede unido a la
molécula mediante puentes disulfuro o enlaces no covalentes.

Existen dos vias para iniciar la cascada de coagulacion: en la llamada via extrinseca, el
TF act@ia como cofactor del factor de coagulacion VII activado (FVIla), presente en la
circulacion sanguinea, para activar al factor X de coagulacion (FX). En la segunda via,
denominada intrinseca, es el factor XII (FXII) el que se autoactiva al unirse a
superficies cargadas negativamente, iniciando la serie de reacciones que conducen a la
activacion del FX, dando lugar a un final comin a ambas vias. El FX activado (FXa)
activa, a su vez, al factor II (FII), llamado protrombina, mediante la formacién de un
complejo ternario entre el enzima, FXa, el substrato, FII y el cofactor FV activado
(FVa), en una superficie fosfolipidica mediante puentes de iones calcio, para dar lugar a
la trombina (FIIa). Esta actiia convirtiendo el fibrindgeno (proteina soluble) en fibrina,
que polimeriza dando lugar a fibrina insoluble mediante la accion del factor de
coagulacion XIII activado (FXIIIa). El FXIIla, ademas, une la fibrina a otras moléculas,
como la o,-antiplasmina o el inhibidor de la fibrinolisis activable por trombina (TAFT),
con el fin de prevenir una disolucion demasiado répida del coagulo de fibrina. Este

codgulo es mas estable hasta que comience el proceso fibrinolitico, que elimina la



Introduccion

fibrina y disuelve el coagulo formado una vez reparado el vaso sanguineo [Garcia-

Conde et al., 2003].

1.2 Hemoderivados.

Las deficiencias o anomalias de las distintas proteinas de la cascada de coagulacion se

traducen en un fallo para generar trombina en respuesta al dafio de un vaso sanguineo.

El problema hemorragico puede ser de mayor o menor gravedad dependiendo del nivel

de factor residual del paciente. Hay trastornos hemorragicos hereditarios de todos los

factores que intervienen en la cascada de la coagulacion, con distinta prevalencia y

distribucion variable en el mundo. La correccion del defecto se realiza por infusion

intravenosa del factor relevante deficitario hasta normalizar la formacion de trombina.

Las proteinas obtenidas del plasma de donaciones y purificadas a nivel industrial

constituyen los hemoderivados, un grupo muy particular dentro del conjunto de los

medicamentos y con caracteristicas muy bien definidas [Jodar et al., 1995]:

Su principal indicacién es el tratamiento de pacientes con deficiencias
congénitas o adquiridas de una proteina plasmatica concreta.

Debido a su corta semivida plasmatica, el tratamiento implica un suministro
periddico.

Al tratarse de proteinas obtenidas de plasma humano, por su potencial
transmision de infecciones, se someten a inactivaciones virales para eliminar
virus de la hepatitis (VHA, VHB y VHC), virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH 1y 2), parpovirus B9, etc. [European Medicines Agency, 2011] [Klamroth
et al, 2014].

Poseen un alto contenido en proteinas, - bien por su propia naturaleza, o como
impureza de su purificacion o afiadida como estabilizante - algunas de las cuales
pueden alterar su estructura y producir reacciones anafilacticas.

Su mantenimiento debe realizarse a temperaturas entre 2°C — 8°C aunque, en el
momento de su uso, deben atemperarse a 20°C — 24°C. Nunca deben congelarse
las muestras y se recomienda su filtracion antes de su administracion, mediante

filtros de 0°22 um de diametro.



VIA INTRINSECA

FXII \
FXlIla
FXI l FIX
FX
<+ / Cﬂzv
Na" b
FIX l Na*
Ca?* FIXa
FX
y. PL
FVIII v
FII Ca® FXa
FV
< @
Fibrindgeno l

VIA EXTRINSECA

FVlla

TF |} Herida vascular

FVIla
IIa, Vlla, IXa, Xa
TFPI FVII
FXIII

Fibrina

(~22+

v

FXIlla

—p  Coagulo estable

Figura 2. Cascada de coagulacion.

Introduccion



Introduccion

. Son medicamentos caros, por su material de partida y por los procedimientos
complejos de fabricacion.

. Los margenes de aceptacion de su contenido son amplios: en el caso de FVIII y
de FvW, del 80% - 120%. Ello obedece a una gran variabilidad de su contenido
tanto por los niveles variables en la poblacion de donantes, como por su
complejo proceso de produccion y del propio ensayo.

Obtencion.

Para la fabricacién de hemoderivados, un importante excedente de plasma humano de
uso transfusional se destina a la industria farmacéutica que, mediante su
fraccionamiento, permite obtener las diferentes proteinas plasmaticas.

Los principales métodos de fraccionamiento son: la crioprecipitacion (precipitacion en
frio) que, en una etapa inicial, permite la obtencion de FVIII y de FvW, y la
precipitacion con etanol (método clasico de Cohn), por el que se obtienen la albimina y
las inmunoglobulinas. También se eliminan contaminantes infecciosos por las
propiedades bactericidas y fungicidas del etanol.

La utilizacién de cromatografia de intercambio i6nico y en gel incrementan la actividad
especifica de los concentrados de FVIII de coagulacion, hasta conseguir una
concentracion de alrededor de 1000 unidades por miligramo (mg) de proteina. La
precipitacion con polietilenglicol, seguida por la cromatografia de afinidad del complejo
FVIII/FvW, mediante la utilizacion de columnas de agarosa y heparina, permiten
obtener concentraciones de pureza relativamente alta de las proteinas de FVIIl y FvW.
Otros fabricantes utilizan anticuerpos monoclonales frente a la molécula de FVIII para
producir un producto de este factor de coagulacion con més de 3000 unidades por mg de
proteina. También estdn comercializados factores de coagulacion de origen
recombinante para el tratamiento de la hemofilia A. [Marder et al., 2013].

Los hemoderivados que se han utilizado en esta tesis se obtienen a partir del
crioprecipitado, una vez descongelado el plasma, y contienen FVIII de coagulacion y
FvW.

La Ph. Eur. tiene monografias especificas de los medicamentos de FVIII, tanto de
origen plasmatico como recombinante, y de FvW. En ellas se describen la produccion
de estos farmacos y se indican las especificaciones de calidad que deben cumplir en

cada uno de los ensayos que deben realizarse para cada lote de producto terminado.
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Ademas, hay monografias especificas de los ensayos de actividad de FVIIl y FvW, en
los que se describen con detalle los propios procedimientos y condiciones de ensayo con
los estandares y reactivos a utilizar. Continuamente se actualizan las ediciones de la
Farmacopea para introducir mejoras y tanto los laboratorios farmacéuticos fabricantes
como los oficiales de control deben adecuarse a la edicién en vigor [Ph. Eur., 2010,
2014].

La valoracion del contenido en factores se realiza mediante ensayos de potencia o
actividad, en los que se utilizan estandares internacionales como el de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) y el de la Ph. Eur., disponibles para la calibracion de
estandares comerciales, nacionales, internos, secundarios, etc. Estos estindares se usan
tanto para la valoracion de los concentrados terapéuticos como para evaluar los niveles
plasmaticos en el diagnostico y tratamiento de los pacientes afectados [Barrowcliffe et
al., 2012] [Raut et al., 2012]. Estas valoraciones se efectiian en unidades internacionales
(UI). Como los primeros estandares internacionales se calibraron frente a una mezcla de
plasma fresco obtenido de un gran niimero de donantes, se define una Ul como la
cantidad de FVIII existente en 1 mililitro de plasma normal promedio [Batlle et al.,
2006].

En el caso de FVIIl y FvW, en la actualidad existe un estandar internacional obtenido de
plasma humano que se utiliza para la estimacion de la actividad y del antigeno de FVIII
y FvW en muestras de plasma.

Hay dos estandares internacionales para concentrados de FVIII y FvW, respectivamente.
Se utilizan principalmente para calibrar los estdndares de trabajo internos o los
estandares de concentrados, como ocurre en el caso del concentrado estandar de Ph.
Eur., denominado Biological Reference Preparation (BRP).

Para disminuir la variabilidad de los ensayos, es conveniente que se utilicen estandares
de igual procedencia que las muestras que se analicen (“like vs. like”) [Barrowcliffe,
2003, 2013].

Los medicamentos de FVIII para el tratamiento de la hemofilia se encuentran
dosificados a 250, 500, 1000 y 1200 UI por vial de producto, muy superior a la
concentracion de la preparacion de referencia por lo que el ensayo se realizara mediante

series de diluciones preparadas con anterioridad, utilizando el estandar correspondiente.
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1.3. Factor FVIII de coagulacion.

El FVIII de coagulacion es una proteina plasmatica implicada en la via intrinseca de la
cascada de coagulacion que permite la formacion de las moléculas de fibrina y, con ello,
la coagulacion sanguinea (Figura 3) [Diaz, 2001].

Inicialmente, se establecidé que el FVIII actuaba como cofactor del factor IX activado
(FIXa) en la reaccion de activacion del FX y fue solo a partir de la década de 1980

cuando la proteina fue purificada y su ADN clonado.

EXTRINSIC PATHWAY INTRINSIC PATHWAY
( TF :<: ::’ b4 < :: >

’f‘-— _“h.‘
Protease - A
. r
Cat¥ -
e
/

N
II 336I 'HBI 169?I I’.UZII E!I?!J Z'ASEI
[ar [ Az | B Ll A3 [c1]ez]

N 1313
SECRETION

1648

P
I 11 | 1

1
1
1
- 1
M : a7z 740 1689
]
: ACTIVATION \
;f, 50 kDa r43 kDa
j T [ 111
s 'y
3 Gg ' ‘ 4
CFixa)
==

Figura 3. FVIIl y cascada de coagulacion (Shen, 2008).

El gen del FVIII esta localizado en el brazo largo del cromosoma X y tiene 186 Kb.
Comprende 26 axones que codifican una cadena polipeptidica de 2351 aminoacidos,
con un péptido sefial de 19 aminoacidos y una proteina madura de 2332 aminoacidos
(Figura 4) [Wang, 2003] [Bhopale, 2003] [Lenting et al., .2010].

Se trata de una proteina con una estructura de dominios, que sigue el siguiente orden:
Al —al — A2 -a2 - B —a3 - A3- Cl1 — C2, donde los dominios A muestran un 30% de

homologia entre ellos. Los “espaciadores” que se encuentran entre los 3 dominios A (al,
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a2 y a3) son grupos de residuos de aminoacidos glutamico y aspartico, denominados
secuencias acidicas. Los dominios C estan relacionados estructuralmente con los
dominios C del FV de coagulacion. Sin embargo, el dominio B no tiene homologia

significativa con ninguna otra proteina [Fang, 2007] [Ngo, 2008] [Pipe, 2009].

19 1 372 740 1648 2020 2173 2332
N H ook
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Figura 4. Estructuras del FVIII: molécula precursora y FVIII maduro (Wang, 2003).

Las células endoteliales sinusoidales y los hepatocitos del higado sintetizan la mayor
parte del FVIII aunque se ha demostrado la presencia de mARN de FVIII en otros
tejidos, como bazo, noédulos linfaticos y rifion [Lenting, 1998].

La secrecion inicial del FVIII implica la translocacion del polipéptido maduro de 2332
aminoacidos en el reticulo endoplasmatico (RE), produciéndose glicosilaciones de la
molécula. Su interaccidon con proteinas chaperonas retiene gran parte de las moléculas
en el RE, limitando asi su transporte al aparato de Golgi. Las moléculas que llegan hasta
el aparato de Golgi sufren muchas modificaciones que dan lugar, finalmente, a la
molécula heterodimera que circula en el plasma sanguineo: las cadenas pesada y ligera
del FVIII permanecen unidas mediante uniones no covalentes en los dominios Al y A3,

dependientes de i6n metalico (Figura 5) [Mikaelsson, 1983] [Shen, 2008].
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Figura 5. Heterodimero circulante de FVIIlI en plasma (Wang, 2003).
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Una vez liberado en el plasma, el FVIII interactia con su proteina transportadora,
denominada FvW, formando un complejo no covalente. En condiciones fisiologicas, el
94% de las moléculas de FVIII se encuentran unidas al FvW, circulando en forma libre

solo el 6% restante (Figura 6) [Hoyer, 1981] [Lillicrap, 2008] [Liras, 2008].
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Figura 6. Complejo FVIII/FVW (Liras, 2008)

El FvW impide que el FVIII se una a la superficie de membranas, necesario para que
algunas proteinas, como la proteina C activada y el FXa, participen en su proteolisis
[Wise et al., 1991] [Vlot et al., 1995] [Koppelman et al., 1996]. Ademas, el FvW dirige
al FVIII al lugar en el que se produce el sangrado donde, gracias a la acciéon de la
trombina, con una accidon proteolitica independiente de superficies de membranas, se
rompe la molécula de FVIII, que pasa a su forma activa o FVIII activado (FVIlIa),
impidiendo que pueda unirse de nuevo con el FvW y permitiendo, por el contrario, que
se integre en la cascada de coagulacion, para participar en la activacion del FX (Figura

7) [Lenting, 1998] [Ngo, 2008].

Alal  A2a2
L b |
M2

1690

Figura 7. Molécula de FVllla (Wang, 2003).

Por ultimo, la inactivacion de la molécula de FVIII se produce de dos formas: por

degradacion proteolitica o por disociacion espontanea (Figura 8).
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Figura 8. Inactivacion de la molécula de FVIII (Wang, 2003).

La mutacién del locus del FVIII, situado en el brazo largo del cromosoma X, produce
una sintesis deficiente de FVIII de coagulacion, conocida como hemofilia A, que afecta
en el nacimiento, aproximadamente, a 1 de cada 5000 hombres. La hemofilia B se debe
a la deficiencia del FIX, también situado en el cromosoma X y que afecta a 1 de cada
25000 hombres. Siguiendo el tratamiento adecuado, los pacientes con hemofilia tienen
la misma calidad de vida que una persona sana. La ausencia de tratamiento implica una
muerte prematura por hemorragias no controladas, en general, intracraneales mientras
que, en el caso de supervivencia, los pacientes sufren muchos dafios articulares que
conducen a discapacidades fisicas permanentes [Skinner et al., 2013]. Antes de que
existiera un tratamiento con factores de coagulacion, la esperanza de vida de los
pacientes mas afectados era de 20 afios. El suministro adecuado de FVIII a partir de la
década de 1970 normalizd su esperanza de vida, gracias a la fabricacion de estos
productos a partir de grandes mezclas de plasma. [Kruse-Jarres, 2012] [Peyvandi et al.,
2012]. Sin embargo, las complicaciones derivadas que surgieron con las infecciones por
VIH y hepatitis B y C constituyeron una nueva tragedia hasta que se desarrollaron
nuevos productos seguros en los afios 90, como la produccion de factores de
coagulacién por tecnologia recombinante y los progresos en los métodos de inactivacion
viral que condujeron a disponer de factores plasmaticos libres de patdogenos y mucho
mas seguros [Brooker, 2012] [Mahony et al., 2013] [Mannucci, 2012, 2013].

La severidad de la enfermedad esté relacionada con la cantidad de UI de FVIII presente
en el plasma. Asi, podemos hablar de 4 niveles de hemofilia A, de acuerdo con la

Federacion Mundial de Hemofilia (Tabla 1):
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Tabla 1: Niveles de severidad para la hemofilia A (FMH, 2012).

NIVEL % DE ACTIVIDAD NORMAL Ul/ml
NORMAL 50% - 150% 0’5-1"5UI
LEVE 5% - 40% 0’05 -0’40 UI
MODERADA 1% - 5% 0’01 -0’05 UI
SEVERA Menos del 1% Menos de 0°01 UI

La correccion del defecto de un factor de coagulacion mediante su infusion intravenosa
normaliza la generacion de trombina puesto que el resto de los factores que participan
en la hemostasia se encuentran en concentraciones normales. Un problema adicional es
la vida media tan corta del factor infundido en la circulacion sanguinea (de 8 a 12 horas,
en el caso del FVII).

La hemostasia normal, es decir, un nivel de FVIII mantenido al 100% + 5%, se alcanza
mediante la infusion continua de dicho factor. La dosis adecuada se inyecta a una tasa
de 1UI/kg/h, tras la inyeccion de una dosis bolo que permite alcanzar rapidamente un
nivel del 100% del factor [Marder et al., 2013]. La formula utilizada para el calculo de

la dosis bolo es:

Dosis FVIII (Ul) = Peso del paciente (kg) * % necesario para alcanzar el 100% % 0’5

Ademas de la vida media tan corta de los factores de coagulacion, la complicacién mas
seria en la hemofilia congénita, asociada a la terapia de reemplazo, est4 relacionada con
la respuesta inmune frente a la proteina infundida, que genera anticuerpos inhibidores
(aloanticuerpos). Se denominan asi porque inhiben la participacion del factor contra el
que se dirigen en la cascada de coagulacion, aumentando la morbilidad y mortalidad de
los pacientes que los desarrollan. En el caso del FVIIIL, se unen a los dominios A2 y A3-
C1 de la molécula, interfiriendo en la formacion del complejo FVIII-FIX e inhibiendo,
por tanto, la generacién de trombina [Green, 2011]. Los factores que influyen en su
desarrollo pueden ser genéticos, relacionados con el tratamiento o bien, factores
ambientales. En el tratamiento de la hemofilia A no existen datos concluyentes que
relacionen su desarrollo con la fuente y la estructura del FVIII utilizado pero hasta un

50% de pacientes adultos tienen niveles detectables de estos anticuerpos [Butenas et al.,
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2013] [Astermark, 2006]. También pueden aparecer espontdneamente en individuos sin
ningin defecto coagulativo previo (hemofilia adquirida), denomindndose entonces
autoanticuerpos [Pio et al., 2012]. En este tltimo caso, suelen ser inmunoglobulinas G,
que funcionan como anticoagulantes cuando se dirigen contra un factor de coagulacion
especifico. En el caso concreto del FVIII, reconocen epitopos de los dominios C2 vy,
menos frecuentemente, A2. La union al dominio C2 afecta a la union del FVIII con
fosfolipidos y con FvW, asi como al aclaramiento del FVIII por el FXa y la trombina
[Green, 2011]. Su eliminacion se realiza mediante la induccion de la tolerancia inmune
(ITT), en el caso de los aloanticuerpos, que requiere infusiones diarias de altas dosis de
concentrados de factores de coagulacion, durante periodos de hasta 18 meses,
consiguiendo la eliminacion de un 60% - 80% de aloanticuerpos frente a hemofilia A y
hasta de un 15%, en el caso de aloanticuerpos frente a hemofilia B [Batorova, 2010], a
menos que éstos tengan un titulo bajo y sean transitorios [Marder et al., 2013]. En el
caso de los autoanticuerpos (hemofilia adquirida), el tratamiento consiste en una dosis
bolo que neutraliza los autoanticuerpos y permite alcanzar un nivel hemostatico del
factor de coagulacion, seguido de dosis posteriores dadas como dosis bolo o mediante la
infusion continua para el mantenimiento del factor. Si no se produce una respuesta
satisfactoria en 24 ¢ 48 horas, se realiza un tratamiento “by-pass” que evita al inhibidor
y favorece la formacion de trombina [Baudo, 2010].

Actualmente hay nuevos tratamientos en desarrollo que incluyen FVIII recombinantes
(rFVIII) derivados de lineas celulares humanas, asi como variantes donde se ha
deleccionado el dominio B, que no es necesario para la actividad funcional del FVIII.
Este tipo de variantes son seguras y no se ha detectado la apariciéon de anticuerpos 72
horas después de una dosis Unica.

Por lo que respecta al aumento de la vida media del FVIII, se estdn realizando
conjugaciones de esta molécula con polietilenglicol (PEG), que bloquean
transitoriamente la interaccion del FVIII con los receptores de las células hepaticas
encargados de su aclaramiento. También se estan haciendo estudios con rFVIII

incorporado en lisosomas pegilados [Escobar, 2013].
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1.4 Factor von Willebrand.

El médico Erik von Willebrand describi6, en 1926, una enfermedad que cursaba con
hemorragias pero que era diferente a la hemofilia A y a la que se denomin6 enfermedad
de von Willebrand (EvW). No fue hasta 30 afios después cuando se identifico la
proteina plasmatica relacionada con esta enfermedad y que corresponde a una gran
proteina multimérica, esencial para la movilizacion de las plaquetas en las heridas
vasculares. Ademas de provocar la adhesion plaquetaria, el FvW tiene una segunda
funciéon fundamental, explicada previamente, que consiste en la proteccion y el
transporte del FVIII de coagulacion [Saenko, 1999]. De hecho, el FVIII que no se
encuentra unido al FvW tiene una vida media que oscila entre 1 y 2 horas, en lugar de
las 8 a 12 horas correspondientes a la vida media del FVIII unido a FvW [Terraube et al.,
2010].

La biosintesis del FvW esté limitada a las células endoteliales y a los megacariocitos. El
FvW sintetizado en los megacariocitos se almacena dentro de los granulos a de las
plaquetas. Por el contrario, el FvW sintetizado en las células endoteliales se libera
directamente al plasma sanguineo o se almacena en unos organulos denominados
cuerpos de Weibel-Palade, desde donde es secretado en respuesta a distintas moléculas
como trombina, fibrina e histidina. La multimerizacion de la molécula de FvW se
realiza en el aparato de Golgi de forma que el FvW circulante en el plasma es una
molécula con un niimero variable de subunidades.

La estructura de multidominios del FvW y que corresponde a: D1 — D2 — D’ — D3 — Al
— A2 — A3 - D4- Bl — B2 - B3 - Cl — C2 — CK, es critica para las funciones que
realiza (Figura 9) [McGrath et al., 2010] [Kanaji et al., 2012] [Fisher et al., 1998].

En aquellos puntos en que se producen heridas vasculares, el FvW es capaz de unirse al
coldgeno que queda al descubierto, via su dominio A3. Esta union, junto con el estrés
e