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Resumen del proyecto

“Cinética de inhibidores de los factores VIIl y IX: Relacién con la respuesta al
tratamiento y con marcadores genéticos de predisposicion en pacientes mexicanos
con hemofilia Ay B”

Introduccion. Entre 3% — 30% de los pacientes con hemofilia, predominantemente en la
hemofilia clasica o tipo A, con severidad grave, se observa el desarrollo de aloanticuerpos
inhibidores de la actividad coagulante del factor VIII en hemofilia A (HA) y en mucho
menor grado también puede observarse respuesta contra el factor IX en hemofilia B (HB).
Estos inhibidores se generan en respuesta a la terapia de reemplazo haciendo ineficiente
su administracién y ocasionando serias complicaciones clinicas, como la persistencia del
sangrado en caso de HA o incluso serias reacciones anafilacticas en caso de HB.

Contamos con la experiencia de un estudio piloto realizado a fines del 2004 en la Division de
Genética del Centro de Investigacion Biomédica de Occidente del IMSS, enfocado en
pacientes con hemofilia A grave y antecedentes de inhibidores anti FVIII:C atendidos en
hospitales del IMSS de la zona metropolitana de Guadalajara, el cual integré: la verificacién
de la actividad coagulante de factor VIII, cuantificacion del inhibidor de FVIII por el ensayo de
Bethesda modificado por Nijmegen y posteriormente el estudio de la cinética de los
inhibidores mediante diluciones seriadas del plasma con inhibidor y su analisis con un
algoritmo con el que obtuvimos la caracterizacién del comportamiento de inhibidores como
tipo I, Il y lll; encontrando que en un 83%, dicho comportamiento puede predecir si
responderan o no a infusiones elevadas de factor VI, al contrastar con un cuestionario
que evalué la evolucién de los pacientes por los hematélogos como sus médicos tratantes.

A partir de un resultado tan significativo, esta propuesta espera aumentar el poder pronéstico
del analisis integrando el estudio del tipo de mutacién de los factores VIII 6 1X, asi como la
caracterizacion de los haplotipos definidos por distintos marcadores intragénicos de ambos
genes. El tipo de mutacién se considera el principal factor genético de predisposicion
para el desarrollo de inhibidores. Otro aspecto que se incorporard al estudio es la
optimizacién del cuestionario clinico que se aplico inicialmente para valorar la respuesta al
tratamiento, el cual sera enriquecido por las observaciones de al menos treinta
hematologos de nuestro pais que participaran en la coleccion de datos de los pacientes
del estudio y seran reconocidos como colaboradores del trabajo en las publicaciones
derivadas del mismo. Ademas el cuestionario sera comparado con un parametro cuantitativo
de la respuesta al tratamiento, mediante la cinética de la generacion de trombina in vitro
de los plasmas de los pacientes al adicionar concentraciones crecientes del factor deficiente.
Dicho ensayo es considerado actualmente el parametro mas representativo de la condicién
fisiolégica de la generacién de trombina, que ha dado gran informaciéon en distintos
trastornos de la coagulacion.

En nuestro pais es practicamente nulo el control sobre el desarrollo de inhibidores
en hemofilia, que presenta una frecuencia considerable (15%) en los pacientes con el
padecimiento en forma grave, siendo que corresponden al grupo mayoritario, que en
México y otras poblaciones significa entre el 50 y 60% del total de pacientes. En México,
el unico censo oficial de la hemofilia ha sido realizado por la Federacién de Hemofilia de la
Republica Mexicana, A.C., indicando en 2005 una prevalencia de 3,300 pacientes, con
ambos tipos de hemofilias, en una proporcién alrededor de 5:1 de casos de HA:HB, como
se observa a nivel mundial. Por lo tanto, podemos considerar que de alrededor 2000
casos severos (60% del total), aproximadamente un 15% (300) podrian desarrollar esta
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complicacion, lo cual pone en riesgo la vida del paciente y agota el recurso
terapéutico. Mas del 70% del total de los pacientes con hemofilia en nuestro pais son
derechohabientes del IMSS, quienes cuentan con un recurso terapéutico que es
sumamente costoso, sobre todo considerando que estas entidades genéticas son
padecimientos crénicos. El desarrollo de un programa de atencién oportuna de la
hemofilia y de esta complicacion en particular, es de enorme interés para nuestra
institucién, con el objeto de identificar los pacientes en riesgo a desarrollar
inhibidores, asi como contar con criterios prondsticos que permitan la prevencion y la
planeacion de recursos terapéuticos mas apropiados.

El presente proyecto propone un abordaje integral sobre el desarrollo de inhibidores en
una muestra que pretende abarcar a los pacientes con hemofilia de nuestro pais que
tienen el mayor riesgo a desarrollarlos y que han mostrado titulos positivos previamente.
A partir del presente estudio, obtendremos una actualizacion de los pacientes positivos
para establecer un mejor control e integrar las bases del pronéstico de su apariciéon y
comportamiento en nuestro pais.

Objetivo general. I|dentificar inhibidores de los factores VIIl y IX en pacientes con
hemofilia A y B respectivamente de distintas regiones del pais. Conocer su
comportamiento cinético in vitro y analizar su relaciéon con la respuesta al tratamiento y
con factores genéticos de predisposicién.

Material y métodos. Se estudiaran 300 pacientes con hemofilia grave con antecedentes
de inhibidor o con clinica sugestiva (250 pacientes con HA y 50 con HB), de acuerdo al
namero de pacientes con hemofilia severa en poblacién mexicana (alrededor de 2,000) y
la frecuencia esperada (15%) de pacientes positivos a inhibidores. Se colectara una
muestra de sangre periférica para la obtencion de plasma y DNA para la realizacién de
distintos ensayos bioquimicos y moleculares. A partir de las muestras de plasma: se
medird la actividad plasmatica de FVIII:C y FIX:C, se investigara la presencia de
inhibidores y el titulo de los anticuerpos por el método de Nijmegen-Bethesda. Para la
definicién de la cinética de los inhibidores, se empleara el método de la concentracién
variable de anticuerpo mediante diluciones en plasma y se calculara el titulo de
anticuerpos a partir de la dilucion que muestre el 50% de inhibicién (Log EC50) utilizando
un modelo de regresion no lineal. En el caso de los titulos de inhibidor menores a 3 N-
B/ml, con los que no es posible definir su cinética, se purificaran los anticuerpos para
lograr una concentracion adecuada por medio de su purificacién por cromatografia de
afinidad por medio de Proteina A-Sepharosa (Pharmacia Biotech). Su tipificacion vy
purificacion se realizaran por ELISA vy electroforesis desnaturalizante (PAGE-SDS). La
respuesta al tratamiento se determinara por evaluacién clinica mediante un cuestionario
elaborado con criterios consensuados por médicos hematdlogos y se contrastara con un
ensayo de la generacion de trombina in vitro, como parametro cuantitativo. A partir de las
muestras de DNA: se identificara la mutacién en los pacientes para correlacionar con la
cinética y tipo de inhibidor.

Recursos e infraestructura. En el CIBO, IMSS contamos con todo el equipo necesario
para el desarrollo del proyecto en los aspectos del procesamiento de nuestras contando
con centrifugas refrigeradas, microcentrifugas, bafio Maria, termocicladores y equipos de
electroforesis vertical y horizontal. Para el analisis de mutaciones contamos con el
secuenciador automatico ABI-PRISM 310 como parte del Centro de Instrumentos de
Occidente, ubicado en el mismo centro de investigacién y recientemente hemos recibido
un fluorémetro para el desarrollo de los ensayos de generacién de trombina, adquiridos
con un apoyo vigente de CONACYT-Fondos Sectoriales.



En cuanto a la fase central del estudio sobre la caracterizacién de inhibidores, hemos
recibido el apoyo en el gasto corriente por parte de BAXTER México, con lo cual
cubriremos el costo de los reactivos y renta del equipo, la compra de los materiales
para la toma de muestra y datos clinicos de los pacientes, asi como los gastos de
trabajo de campo para acudir a las distintas entidades del pais, para realizar la
captacion y procesamiento de las muestras bajo unas mismas condiciones y garantizar su
transporte en congelacién de manera adecuada. El gasto corriente de los analisis de
mutaciones y de generacion de trombina podra ser resuelto con el apoyo vigente por
CONACYT que contempla las técnicas de analisis molecular en pacientes con hemofilia a
nivel nacional, en el que estan considerados los pacientes con hemofilia con
caracteristicas de mayor relevancia clinica, como lo corresponde el desarrollo de
inhibidores, por lo que el proyecto es totalmente viable a partir de los recursos existentes
y los recursos comprometidos de la industria farmacéutica.

Experiencia del Grupo. La linea de investigacidon sobre el andlisis genético de las
hemofilias A y B en poblacién mexicana comenz6 hace 14 afos. Inicialmente el proyecto
se enfoc6 al diagnéstico de portadoras realizando el andlisis de diferentes marcadores
intragénicos de los factores VIII y IX. Contamos con bases de datos clinicos, banco de
DNA y datos de marcadores genéticos de unos 570 pacientes y sus familiares (2,037
individuos) pertenecientes a 412 familias (362 de hemofilia A y 50 de hemofilia B) de
21 estados del pais.

Se ha brindado un apoyo asistencial en el diagndstico de portadoras y asesoramiento
genético a las familias a través de la Federacion de Hemofilia de la Republica
Mexicana, A. C. y sus asociaciones estatales, por lo que nuestro grupo constituye la
referencia nacional en el andlisis molecular de estas entidades. Posteriormente se
comenzé con la identificacion de mutaciones por secuenciaciéon. A partir de los hallazgos
de mutaciones propias de nuestra poblacién, se buscé la interaccién con dos grupos
europeos con los que tenemos actualmente una colaboracion vigente sobre dos
aspectos del comportamiento de la hemofilia: a nivel basico mediante el analisis
funcional de mutaciones en hemofilia en modelos celulares y la modulaciéon del
fenotipo hemorragico por efecto de factores protrombéticos.

Contamos con dos experiencias de investigacion previas en pacientes con inhibidores en
los que se caracteriz6 el titulo de inhibidor en la poblacién de pacientes de Jalisco y se
estudio la correlacién con los aspectos de severidad clinica. El segundo estudio es el
antecedente directo de este trabajo en el que se realiz6 el estudio de la cinética de
inhibidores para determinar su asociacién con la respuesta al tratamiento, ambos estudios
constituyeron tesis de maestria en ciencias de la Dra. Lilia Aguilar y la Maestra en
Quimica Clinica Hilda Luna y estdn en proceso de publicacibn en revistas
internacionales.

Este estudio, integra la experiencia del grupo en el andlisis genético, bioquimico y clinico
de pacientes con hemofilia por el cual esperamos integrar un criterio prondstico del
desarrollo de inhibidores en pacientes mexicanos.



AVANCES DEL PROYECTO HASTA SEPTIEMBRE DEL 2006.

El 26 de abril del 2006 recibimos oficialmente la autorizacién para la realizacion del
estudio por la Comisién Nacional de Investigacion Cientifica del IMSS, con el niumero:
2006-785-018.

Hasta el momento se han captado 203 pacientes, 176 con hemofilia A (HA) y 27 con
hemofilia B (HB) de 14 entidades del pais. De ellos, han resultado positivos a
inhibidor 41 pacientes, 40 pacientes con HA y uno con HB. Se cuenta con los datos
de TTPa, actividad del factor coagulante y estado de inhibidor (positivo 0 negativo) casi en
el 90% de los pacientes captados (Cuadro 1).

Estos resultados serdn enviados a los médicos hematdlogos responsables de cada
institucion proximamente.

De estos pacientes, 72% (30) contaban con titulos positivos determinados en estudios
previos. En el caso de Guadalajara, seis pacientes tenian titulos positivos a inhibidor de
FVIIl 'y uno fue positivo con un titulo negativo previo.

En cuanto a los pacientes de la ciudad de México, de 19 pacientes del CMN de la Raza
estudiados, 17 mostraron titulo previo positivo y se encontraron 15 positivos actualmente;
un paciente del Hospital Gabriel Mancera resulté positivo sin contar con estudio previo de
inhibidores. De seis pacientes del Banco Central de Sangre del CMN Siglo XXI con titulos
positivos previos, cuatro fueron positivos y dos negativos, en tanto que de cuatro
pacientes con titulos positivos previos estudiados del Hospital de Pediatria del CMN Siglo
XXl, fueron solo dos positivos.

El 28% de los pacientes positivos estudiados (11 casos) procedentes de los estados
de Aguascalientes, Sonora, Veracruz, Tabasco y Yucatan, no habian sido previamente
estudiados y sélo en algunos casos los médicos hematélogos los tenian considerados
con clinica de sospecha.

Es de resaltar que aunque se habia previsto una captacién de 300 pacientes positivos a
inhibidor de acuerdo al censo vigente de pacientes a nivel nacional donde se esperaba
una frecuencia de un 15% de pacientes positivos a inhibidor del FVIII de acuerdo a
algunos estudios locales como en Guadalajara, Jalisco o el D.F., al momento, el numero
de pacientes positivos a inhibidor ha sido mucho menor al esperado, aun cuando se
partié de una muestra seleccionada por sintomatologia clinica o estudios previos.

Sin embargo, observamos la falta de control sobre el desarrollo de inhibidores que
se tiene en la mayoria del pais y la importancia de establecer un seguimiento efectivo
para dar un tratamiento adecuado a los pacientes que son positivos a inhibidor y sin
ningun control, dado que en algunos casos se traté de pacientes con hemorragias que
llevan meses de duracion sin resolverse, lo cual es muy delicado y pone en riesgo su vida.

El estudio también ha permitido la identificacion de pacientes no diagnosticados
previamente como lo son familiares de algunos pacientes o la correcciéon del grado de
severidad respecto al nivel de factor coagulante previamente referido.

Durante el estudio se identific6 también un caso con Enfermedad von Willebrand
positivo a inhibidor que requiere de una atencion y tratamiento adecuado.



Cabe resaltar que aun quedan por estudiar a un grupo de 30 pacientes de los estados de
Baja California, Puebla y Nuevo Ledn, que fueron captados durante agosto y septiembre
con los cuales se completaran los datos preliminares. En los meses de octubre y
noviembre se realizara el estudio del titulo y cinética de los inhibidores y se espera
completar en diciembre el ensayo de generaciéon de trombina en todos los pacientes que
resulten con titulos de inhibidor positivos.

LOGROS COLATERALES

El estudio tiene relevancia también en funcién de la valiosa participacion de 29
médicos hematdlogos adscritos a 20 instituciones, 18 del Instituto Mexicano del
Seguro Social y dos fuera del IMSS, asi como el personal respectivo de enfermeria y
laboratorio que nos ha apoyado en la toma de muestras y facilitando las instalaciones
para la separacion de los plasmas.

El papel de los médicos hematdlogos es esencial en el estudio al proporcionar los datos
clinicos que permitirdn evaluar la respuesta que los pacientes presentan al tratamiento
actual, con lo cual se valorara la respuesta correlacionando con el estudio de la cinética
de inhibidores y el ensayo de generacion de trombina que se realizara en los meses
siguientes.

El estudio contempla el andlisis de factores genéticos involucrados en la complicacion
de inhibidores como el tipo de mutacion y la evaluacién de otros marcadores genéticos
que determinan el comportamiento hemorragico, por lo cual se esta obteniendo
también el material genético de los pacientes participantes. También se ha ofrecido el
diagndstico de portadoras a las familias participantes, como una linea que realizamos
de manera permanente. Para tal propésito, durante el estudio se llevan captados 160
individuos, familiares de los pacientes que en conjunto con los pacientes integran 363
individuos de 138 familias con HA y 19 con HB a las que se dara este apoyo
diagnéstico en la medida que se cuente con las muestras necesarias de los familiares
(Cuadro 2).



Cuadro 1. Datos globales del estudio. Avances preliminares, médicos responsables

e instituciones participantes por estado.

# Pacientes captados

Cd., Fecha Institucion - (Anteced. Inhib. Posit.)-
ENTIDAD de toma participante Medicos responsables Inhib. Posit. ESTUDIO
Dra. Amparo Esparza
H Ped, CMO, IMSS | Dr. Roberto Garibaldi
Gl Jalisso | Abrilala | HGZ46,IMSS | Dra. Janet Soto s 206; )~ Lha
’ fecha HGZ 110, IMSS Dr. Cuauhtémoc Lopez En estudio
H Esp, CMO, IMSS | Dr. César Guadarrama
Dra. Lilia Aguilar Lépez
Asoc. Hemof. Dgo. :
B;;ango, 7-8 abril | Laboratorio NOVA Dr. Ulises Reyes Lugo 155 :Q(é?)__og
] S.Ade C.V. =
CMN, La Raza, IMSS | Dra. Adolfina Bergés 19 HA (17) —15 HA
Dra. Barbara Novelo 1HB(1)-1HB
27-28 abr | HG, Gabriel
Mancera, IMSS Dra. Ma. Antonieta Vélez 1HA (0)-1HA
D.F. BCS, CMN, S XXI, Dra. Maria Paula Hdz. y
29 ago IMSS Dra. Teresa Hdz., 6 HA(6)—-4HA
Dra. Malva Mejia
30 ago
H Ped, CMN, S XXI, Dr. Bernaldez y 4 HA (4) -2 HA
IMSS Dra. Carmen Rodriguez
UMAE Adolfo Ruiz . .
xg:ac“’z’ 22 junio Cortinez, IMSS B;' '\H":rrﬁge’r\]':geﬁgoo'\\"/ﬁ[ggaesz 11 HA (0) — 3 HA
’ 24 ago Asoc. Veracruzana Dré Concepcién Martinez 1HB(0) -0
Hemofilia '
9 HA (4%)- 3HA
Ags., Ags. 23 junio HGZ 1, IMSS Dra. Norma Flores 1HB-0
Asoc. Hemos. Ags. * sospecha clinica
HGZ 1, IMSS Dr. Salvador Varela C.
Oaxaca, 26 junio Oaxaquefia de Dra. Olvera 9HB (0)-0
Oax. Hemofilia
Tijuana, 29 junio Dr. Victor M. Zaragoza 8 HA,1HB (0)-0
B.C.N. 5 sep HGZ 20, IMSS Sandoval 8 HA (0) — En estudio
_(Igd. Ma;lero, 13 julio HGR 6, IMSS Dra. Beatrlz,RangeI 9 HA (0) -0
amaulipas Guzman
SanLuis | 54 5lio HGZ 1, IMSS Dr. Rafael Miranda Castillo 6 HA (0) = 0
Potosi, SLP : ’ ' =
Villa
Hermosa, 28 julio HGZ 46, IMSS Dr. Efrain Zurita Zarracino 6 HA (0) —1 HA
Tabasco
12 HA, 4 HB (0) -2 HA
Hermosillo, 31 iulio Hospital Infantil del Dra. Maria del Carmen 1EVW -1 EVW
Sonora J Estado de Sonora Gonzélez P. 1 coagulopatia sin dx —
descartado FVIll y FIX
UMAE, IMSS i
Puebla, Pue. | 25 ago Asoc. Hemofilia Dr. Alejandro Limén Flores 1_: HHBA (1) - En estud_lo
Puebla (0) = En estudio
L\{AL?::tZ’n 29 ago Centro Médico, IMSS Dr. Jorge Pérez Osorio 3HA(0)-2HA
7HA (4*) — En estudio
I\Nﬂﬁg\tgr:_eeyé n 8 sep AUSI\SQ.E’feSIhIOI\ﬁSﬁL Dra. Maria Teresa Pompa 1 !-IB (0)—En e,st.udio
sospecha clinica
20 20 Instituciones No pacientes: 203
TOTAL tomas 29 Médicos participantes 176HA, 27 HB

Participantes IMSS

Inhib +: 40 HA, 1HB=41
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Cuadro 2. Pacientes y familiares participantes en el estudio de
inhibidores y diagndstico de portadoras por estado de quienes se ha

obtenido su muestra de DNA.

# Familias # Familias # Individuos | # Individuos
ENTIDAD HA HB HA HB
Jalisco 20 3 38 14
Durango 11 4 33 22
D.F. 27 1 48 1
Veracruz 12 1 26 4
Ags. 7 2 11 3
Oaxaca 3 2 7 28
B.C.N. 11 1 24 2
Tamaulipas 7 0 10 0
San Luis
Potosi 6 0 8 0
Tabasco 6 0 7 0
Sonora 9 3 13 4
Puebla 9 1 40 3
Yucatan 3 0 4 0
Nuevo 7 1 12 1
Ledn
TOTAL 138 19 281 82
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electronica arjaloma@gmail.com, para que consulten por sus resultados a partir de
noviembre del presente afio.
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Les recordamos que el proyecto completo tiene una vigencia de 3 arfos aunque los
resultados sobre el titulo y cinética de inhibidores se concluiran en el afio 2006.

Todos los resultados seran enviados via electronica o por correo postal a los médicos
responsables de la toma en cada entidad, quienes se han comprometido a dar un manejo
confidencial de la informacion a sus pacientes.

Los resultados que se proporcionaran al laboratorio Baxter México son sdlo los datos
sobre el numero de pacientes positivos, titulo de inhibidor y comportamiento cinético de
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respuesta por entidad y de forma anonima, previo consentimiento de los pacientes
participantes.

Los datos seran manejados con completa confidencialidad por lo que la informacion
obtenida solo se dara a los propios pacientes y familiares que lo consulten a la direccion
electronica referida.

jGRACIAS A TODOS POR SU COLABORACION E INTERES POR EL ESTUDIO!
Atentamente,

@@m@é

Dra. Ana Rebeca Jaloma Cruz

Centro de investigacion Biomédica de Occidente, IMSS
Responsable del Proyecto
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