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RESUMEN

La subunidad A del Factor XIII (FXIII), parte activa
del FXIII, es sintetizada casi exclusivamente por mega-
cariocitos y precursores de monocitos-macréfagos. De-
terminamos la actividad del FXIIl en pacientes someti-
dos a transplante de médula Gsea autélogo (TAMO) y
alogeneico (TMO). En 52 pacientes, 30 TAMO y 22
TMO, la actividad del FXIIT fue estudiada en dias fi-
jos (basal, mitad del régimen condicionate, dia 0, dia
=7, dia +15 y dia +30). Un descenso del FXIII fue ¢n-
contrado en todos los casos, cuando se compare con
lo=s niveles basales, alcanzando el nadir de actividad al
dia +7. La caida del FXII1 fue significativamente mis
pronunciada en TMO gque en TAMO. Se demostrd co-
rrelacion entre la actividad del FXIII y el tiempo de
recuperacion hematopoyética. Siete de los 52 ptes
113.4%) tuvieron niveles de actividad del FXIII inferic-
res al 10%, sélo 3 sufrieron sangrados asociados. En
TMO, los niveles de PAIl estaban significalivamente
aumentados en los dias 47, 415 y +30. En conclusidn,
I2 actividad del FXIII esti siempre disminuida post-
transplante y el restablecimiento de los niveles basales
s relaciona directamente con la velocidad de reconsti-
tucion hematopoyética. Diferencias en los tiempos de
“engraftment” podrian explicar las diferencias encon-
tradas entre TAMO y TMO. Finalmente, la ausencia de
sangrado en ptes con actividad del FXIII por debajo de
miveles hemostiticos (<10%) podria deberse a hipofibri-
nolisis concomitante asociada a aumento del PAL
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INTRODUCCION

El factor XII (EXIII) es una lransglutaminasa,
cuya funcion hemostdtica es la estabilizacidn del
cosgulo 2l formar puentes covalentes entre las mo-
leculas de fibrina y también propiciar la unién de la
fibrina con otras proteinas, como la fibronectina, la
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a-antiplasmina y el coligeno. Estas uniones produ-
cen un aumento en la fuerza mecinica y en la elasti-
cidad del codgulo, lo cual incrementa la resistencia
a la degradacién por plasmina y probablemente fa-
vorece la curacidn de heridas'.

El nivel hemostitico del FXIII es de sélo el 10%,
la concentracién plasmitica de 10-20 mg/ml y la
vida media de 100-200 horas®. Por microscopia elec-
tronica el factor XIII plasmilico aparece como un
tetrdmero, conformado por dos subunidades globu-
lares A ( FXII1-A) y dos subunidades B ( FXIII-B ) en
forma de hebras largas, rodeando a las 2 FXIII-A
dando origen asi al complejo A,B,, El FXIII-A es el
componente activo del complejo™*.

Existe clara evidencia que el FXIII-B es sintetiza-
do casi exclusivamente por el hepatocito, en tal sen-
tido, los receptores de transplante hepdtico adquie-
ren el fenotipo de FXIII-B del donante®”.

La sintesis del FXIIl-A se produce fundamental-
mente en células pertenecientes al sistema hemato-
poyético. El FXII-A estd presente en megacariocitos
y en sus precursores, permaneciendo luego en el cito-
plasma plaquetario. Los megacariocitos y sus precur-
sores son para la mayoria de los investigadores la
fuente principal de FXIII-A*", El FXIII-A ha sido
detectado en monocitos, asi como en sus precursores
en la médula 6sea y en una variedad de macréfagos
tisulares derivados de los monocitos' . También ha
sido identificado en la placenta, titero y prdstata, sin
embargo por técnicas inmunohistoldgicas se ha de-
mostrado que los macréfagos tisulares son el origen
del FXIII-A en estas localizaciones™"*, 5i bien el hi-
gado podria sintetizar FX1II-A, todas las evidencias
indicarian que su contribucién a la produccion de
FXIII-A serfa insignificante'. Las pruebas mds claras
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que células provenienles del sistema hemato-
poyeético son la fuente casi exclusiva de FXIII-A, pro-
vienen de estudios sobre receptores de transplantes
de médula dsea (TMO) alogeneicos. En virtud del
marcado polimorfismo de las subunidades Ay B, ha
sido factible demostrar que los receptores de TMO
producen Juego del “engraftment” FXIII-A con feno-
tipo del donante, mientras que el receptor expresa el
mismo fenotipo de FXIII-B que antes del TMO™*,

Dado que el grado de mieloablacién alcanzado
con los diferentes regimenes condicionantes (RC ) en
TMO es superior al de cualquier esquema quimio-
terdpico convencional y que la fraccion activa del
EXIIL, la subunidad A, se produce principalmente en
médula dsea, consideramos importante determinar
secuencialmente la actividad del FXIII en receptores
de TMO y evaluar su relacién con la evolucién cli-
nica del paciente en general y la recuperacién
hematopoyética en parlicular.

MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron 52 pacientes consecutivos, 30 some-
tidos a TMO autélogo (TAMO) y 22 a TMO alo-
genéico (aloTMO), Edad promedio 38.3 afios (rango,
6-66); sexo F:M 22:30.

Enfermedades de base y RC (TABLA 1).

Todos los pacientes recibieron enoxaparina 20 mg/
d sc como profilaxis de enfermedad veno-oclusiva he-
pitica (excepto en AAS) y vitamina K 10 mg/d ev, 3
veces por semana. Se transfundié concentrado de
plaquetas de donante tinico irradiado con recuentos
plaquetarios < 20x 10°/L & < 50x10%/ L mds sangrado,
fiebre o uremia.

Para la determinacion de actividad del FXIII las
muestras fueron extraidas por puncién venosa al
ingreso en la unidad de TMO (basal), a la mitad del
RC (% RC), al dia del TMO (Dia 0) y a los dias +7,
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TABLA 1: Enfermedades de base y regimenes condicionanles
segiin el tipo de transplante. * RC en 2 aloTMO no
mreloablativos { “minttransplanfes™ )

Patologias  TAMO aloTMO RC

LNH 12 2 CBV/ CyVP16Mitox/
FluGALBu*

LMA B 3 BuCy 264

LLA 2 TBICy+Ara-C

LMC 8 BuCy2

MD3 3 BuCy2

MM 5 1 BuCy 2 0 4

AAS 3 CyGAL

Ca.de mama 5 CyVF1oMitox

+15 y +30 postTMO. En los mismos dias se efectua-
ron estudios completos de coagulacién. Las extrac-
ciones se realizaron entre las 8.00 hs y 10.00 hs, uti-
lizando citrato al 3.2% como anticoagulante (9 vol.
de sangre + 1 vol. de citrato). Las muestras fueron
centrifugadas a 3000 rpm y los plasmas alicuotados
se conservaron a -80 °C hasta su procesamiento.
Para medir la actividad del FXIII se utilizg un mé-
todo fotométrico™, el cual fue recientemente revalida-
do por la subcomisién de estandarizacién de FXIII
(ISTH, Paris, 2001). Brevemente el método consiste en
activar el FXIII plasmatico por trombina en presencia
de fibrina soluble. El FXIII activado libera amoniaco
(NH,) de un substrato peptidico especifico, luego se
determina la concentracién de NH, por el descenso de
NADH en una reaccién acoplada. El descenso de
NADH se mide espectrofotometricamente a 340nm
(FIGURA 1). El valor normal de referencia de activi-
dad del FXIII se determiné en 35 donantes de sangre.
A los efectos del anilisis estadistico se definid
como evidencia temprana de recuperacién hemato-
poyética postTMO al primer dia en que se observa-
ron 2 o més neutrdfilos por frotis periférico luego de

end Inhibidor de
Fibrinégeno T fibrina soluble cadgulo
la formacidn del
codgulo
trambina
FXIIl * X1 activado
fibarina,
FXIIT activado
Glicina etil ester + substrato peptidico conjugado + NH;
GIDH
MHy + MADH + alfa-cetoglutarale —————p NAD + glutamalto

Fig. 1. Método fotemétrice de medicidn de actividad del EXIT
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haber alcanzado el nadir (“frotis cero”). Como test
estadishicos se utilizaron: t de student para muestras
no apareadas, t de studenl para muestras apareadas,
Chi cuadrado, test de correlacién de Pearson y ana-
lisis log linear. Los dalos son expresados en media
= 1 desvio standard. Se acepté un nivel de signi-
ficancia (p) de <0.05.

RESULTADOS

El rango de actividad del FXII en los 35 normales
estudiados fue 68-138%, coincidiendo con los valores
de referencia para la mefodologfa ulilizada™.

En los 52 casos estudiados se evidencié un des-
censo de la actividad del FXILL, el cual fue estadistica-
mente significativo respecto de los valores basales a
partir de ¥ RC en ambos tipos de transplantes. El ni-
vel mis bajo de actividad se alcanzd el dia +7
postTMO. Los niveles de actividad fueron inferiores
en aloTMO (TABLA 2) (FIGURA 2).

El dia de inicio de la recuperacién hemalo-
povélica, segiin definicion en Materiales y Métodos,
fue mds temprano en TAMO que en aloTMO (105 +
28 vs 163 + 7.1; p <0.001), particularmente si el pro-

TABLA 2: Niveles de actividad de FXINL Comparacidn
TAMO vs aloTMOL

MOMENTO  FXIII (%) EXII (%) P
TAMO aloTMO

Basal 96.3 4+ 10.7 924 +125 NS
» RC B6.7 £9.5 748 + 149 0.001
a0 699 + 82 5734113 < 0.001
Dia +7 248 + 8.6 19.9 « 10.9 0.049
Dia +15 501 +17.9 376 + 169 0.013
Dia +30 742 +232 576 + 298 0.028
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Fig. 3: Volocidad de recuperacion hematopoyética segun tipo de TMO.
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Fig. 5: Correlacidn negativa entre nivel de X1 al dig +15 y la velocudad
de recuperacidn hematopoyética.
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Fig. 6: Correlacién negativa entre nivel de FX11l al dia +30 y la velo-
cidard de recuperacion hematopoyética.

tocolo de aloTMO incluia metotrexate en la profilaxis
de enfermedad injerto vs huésped (GVHD) (FIGURA
3).

Mediante el test de Pearson fue posible demostrar
una correlacién negativa enlre el dia de inicio de re-
cuperacién hematopoyética y los niveles de actividad
del EXIII a los dias +7 (r: -0.58, p <0.01); dia +15 (r: -
0.69, p <0.01) y dia +30 (r: -0.73, p <0.01). Expresado
en olros términos, el retraso en la recuperacién
hematopoyética implicé menores niveles de FXIIT (FI-
GURAS 4, 5 y 6).

La edad, la enfermedad de base, el RC utilizado,
el desarrollo o no de GVHD agudo, y el grado de dia-
rrea no fueron factores asociados a bajos niveles de
FXI1I, estudiados por analisis log linear.

Siete de los 52 pacientes (13.4%), 5 aloTMO y 2
TAMO, presentaron FXIII por debajo de niveles
hemostiticos (<10%), en todos los casos al dia +7.
Solo 3 de los 7 pacientes, todos aloTMO, sufrieron
episodios hemorrdgicos coincidentes con los bajos
niveles de EXIII; en estos casos la trombocitopenia
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era el tinico otro trastorno hemoslitico. En los 3 ca-
sos el sangrado fue gastrointestinal de moderado a
severo. Como el estudio de aclividad del FXIII se
realizé sobre muestras congeladas en un tiempo
posterior a los mencionados sangrados, no fue facti-
ble tratar el déficit de FXIIl. No obstante, en 1 de los
3 pacientes con sangrado intestinal severo y sin me-
jorfa con la transfusion de plaquetas, la infusion
“empirica” de crioprecipitados resulté en el cese de
la hemorragia.

En los mismos dias en los cuales estudiamos FXIII
se efectuaron estudios completos de coagulacion, que
ademds de incluian fibrinégeno, FvW_, ATII , PC_,
PS,, \-PA,, TAT y PAI . En aloTMO" Ios niveles du
los - 3 reactantes de fase aguda, fibrinégeno, FvW_
(normal 65-160%) y PAl_ (normal 4-42 ng/ml) se
incrementaron pmgresivamente (TABLA 3).

DISCUSION

El rango amplio de normalidad de actividad del
FX1II (68-138%) se relaciona al polimorfismo del
EXIII-A, con variantes alélicas ampliamente distribui-
das entre diferentes grupos raciales™. En tal senti-
do, en la variante VAL34LEU la substitucion de la
leucina resulta en un marcado incremento en la ac-
tividad del FXIII* Desde luego el polimorfismo de
las subunidades A y B podria ulilizarse como mar-
cador de “engraftment” en aloTMO.

La importancia de la funcidn hemostdtica del
FXI1l es evidente cuando se observa el comporla-
miento clinico de los nifos con déficit hereditario de
FXIII, quienes si no son tratados, sufren sangrados
severos, falleciendo la mayoria a edad temprana por
hemorragia intracerebral™.

En nuestra experiencia se demostro que los pacien-
tes sometidos a TAMO y aloTMO presentan frecuente-
mente una disminucién significativa de los niveles de
actividad del FXIIL; siendo esta reduccidn mas importan-
te en aloTMO. El método fotométrico utilizado mide
la actividad del FXIII y no su concentracién, por lo que

TABLA 3: Niveles de fibrindgeno ( método de Clauss ); FoW, ( método turbidimétrico); PAL, ( técnica ELISA ), segiin

tpo de ™o
Parametro Tipo de TMO Basal Dia 0 Dia +7 Dia +15 Dia + 30
(rango) (rango) {rango) {rango) {rango)
Fibrindg. TAaMO 294 (206-337) 294 (250-319) 421 (303-540) 369 (208-430) 298 (210-350)
(mg/dl) aloTMO 277 (195-352) 267 (150-460) 360 (150-395) 360 (170-488) 328 (170-510)
Fvw* TAMO 110 (B0-140) 130 (100-1&0) 139 (110-160) 132 (80-160) 140 (90-180)
(%) aloTMO 110 (78-130) 111 (B0-140) 162 (130-210) 170 (160-210) 185 (140-230)
PAl TAMO 15 (10-70) 10 (8-25) 38 (20-43) 27 (20-45) 25 (12-30)
(ng}" ml) aloTMO 30 (12-90) 30 (12-530) 40 {13-80) 48 (7-80) 59 (12-98)
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eswicamsenle b disminucidn de actividad observada
pado deberse a disminucion de la concentracidn o alte-
e de b funcion del FXIIL. Para clarificar este punto
sedecoonamos muestras de plasma (basal, dia 0 y dia
+15) de 12 de los 52 pacientes y le efectuamos dosajes
sesmcuantitativos de FXIT-A por inmuncelectroforesis,
wlilizando antisue-ro monoclonal anti FXTI1-A®, Los re-
saltados mostraron correlacion entre los niveles de ac-
tividad y la concentracion de FXIII-A en plasma; con-
fmando asi, que la disminucidn en la fraccion de ori-
gen hemaltopoyético, la subunidad A, es la causal de los
bagos niveles de actividad medidos. Esle trabajo de-
muestra también, que el restablecimiento de los nive-
kes basales de FX11 depende de la velocidad de recu-
peracion hematopoyética y que las diferencias obser-
vadas entre TAMO y aloTMO deben atribuirse a bhem-
pos de reconslitucidn diferentes. En tal sentido, los dos
aloTMO no mieloablativos de la serie, moskraron re-
cuperaciones hemalopoyélicas muy precoces con des-
censos minimos de actividad del FXIIL

La concentracién de FXIlI-A es aproximadamen-
te 100-150 veces mis alta en el citoplasma plaque-
tario que en el plasma. Las plaquetas actuarian como
transportadores de subunidades A hasta su destruc-
cion, cuando liberarian al plasma el FXIII-A transpor-
tado*. No es posible responder por nuestro trabajo
en qué medida la transfusidn casi siempre diaria de
concentrados de plaquetas influyd en las determina-
dones de actividad del FXIIL

Diversos trabajos reportan déficit de FXIII asocia-
do a crisis de enfermedades inflamatorias intestinales,
como colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn, atri-
buyéndolo a consumo local y /o pérdida por sangra-
do™*%, En nuestro grupo ni la presencia de diarrea
ni la severidad de la misma se asociaron a menores
niveles de FXIIL

La vida media del FXIII es la mas prolongada de
todos los factores de la coagulacidn, siendo de entre
100 y 200 hs para la mayoria de los autores. Nuestra
observacion de que el nadir de actividad de FXIII
estaria alrededor del dia +7 concuerda con la vida
media del EXIII, ya que en la mayoria de los
transplantes la aplasia medular se alcanza entre los
dias 0 y +3.

Parece interesante analizar el hecho de que 4 de
los 7 pacientes con EXIII por debajo de niveles
hemostiticos al dia +7 no presentaron sangrados. Si
bien es una hipdlesis especulativa, la ausencia de
hemorragia en eslos pacientes que teoricamente pre-
sentan mayor lisabilidad del codgulo por déficit del
FXIII-A, podria atribuirse al arresto del sistema
fibrinolitico por los altos niveles de PAL .

Consideramos que reportar que pacientes some-
tidos a TMO podrian sangrar sélo como consecuen-
cia de un déficit adquirido transitorio de FXIII-A es
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importante, habida cuenta que la profilaxis con
crioprecipitados es sencilla considerando el bajo ni-
vel hemostitico del FXIII y su prolongada vida me-
dia® ¥, Los concentrados de FX!II no estdn disponi-
bles en nuestro medio.

En conclusidn, creemos que el aporte clinico prin-
cipal de este trabajo es senalar el riesgo tedrico de
sangrado que el déficit de FXIII-A implica en pacien-
tes sometidos a TMO y la evidente relacion de este
déficit con la velocidad de recuperacion hemato-
poyética postTMO,

SUMMARY

The A subunit of Factor X1 (FXII), which is the acti-
ve part of FXIII, is almost exclusively synthesized by
megakariocytes and precursors of monocytes and
macrophages. We determined the FXIII aclivity in patients
submitted to autologous (ABMT) and allogeneic (alloBMT)
bone marrow transplant. In 52 patients, 30 ABMT and 22
alloBMT, the FXIIL activity was studied on fixed days
(basal, half of conditioning, day 0, day +7, day +15 and day
+30). When comparing with basal levels, a FXIII decrease
was observed in all cases, reaching the nadir on day +7.
FXIII reduction was significantly more pronounced in
alleBMT than in  ABMT. We could demonstrate a
correlation between FXII activity and the needed time to
reach engraftment. Seven of 52 patients (13.4%) had less
than 10% FXII activity, while only 3 of them presented
associated haemorrhage. In alloBMT setting, levels of PAI
were significantly increased on days +7, +15 and +30. In
conelusion, FXIIT activity is always decreased postBMT and
the duration of this reduction is directly related with the
speed of haemalopoicetic reconstitution. A different pattern
of engraftment could explain the observed differences
between alloBMT and ABMT. Finally, the lack of bleeding
in patients with FXII] activity below the haemostatic level
{<10%), could be due to PAT increase, which could produ-
ce concomitant hypofibrinolisis.

Key words: FXIIl = Bone Marrow Transplantation
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