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INT:wnr1ccroN. 

En las dltirnas décadas el interés por las enfermed~des 

tromboemb6licns ha aumentado, en la misma medida en que las com

plieac iones a que dan luear se ven con rriayor frecuencia. 

Desde el nunto de vista etiopatogénico la informaci6n 

de quf' se dispone contin'1a sien·'o insuficiente para explicar ad~ 

cu~dRmente la rénesis y el mecanismo íntiu.o de de~arrollo de la 

trombosis. Debido a lo anterior ninguno de los procedimientos te 

rapéuticos tiene valor universal, ni todos en su conjunto ofre -

cen una resolución ~atisfnctoria del problema. 

Le. introducción de substancias que tienen actividad fi 
brinol!tica, en la terap~utica de las trombosis, como las estre~ 

toquinasas, obtenidas al través de un procedimiento de purifica

ción de una lisina estreptoc6ccica, ha sido limitad~ a causa del 

alto poder t6xico de las substancias al aulicarse por vfa paren

teral. 

Posteriormente han sido introducidas las enzimaR pro -

teol!ticas pancreática~, mlts específicamente la tripsina y la -

quimiotri psina; ~sta.a doi:i en!ümas son producidas con un alto gr! 

do de pureza. Ambas tienen actividad fibrinolítica in-vitro, en

ca~bio in-vivo la acci6n lítica Rolo se desarrolla ror vía local. 

Administr"ldas parenteralmente las dos enzimas, demues-

1 



tran un ef~ctc antiinflamatorio y la acci6n t~rap~uticn es por 

consiguiente ae tipo antiflogístico. 

Por lo que se refiere a la ncci6n fibrinolitica, ésta 

está ausente, la presencia de los inhibidores plasn;áticos blo -

quea el efecto proteolitico de las enzimRs y por consiguiente -

impide que actúen (7). 

N.ás recienterr.ente ha sido introducida la plasmina, e~ 

ya acción lítica directa sobre la fibrina constituye una base i 

deal para su empleo clínico, sin emb~rgo la plasmina no ha podi 

do ser producida en gran cantidad norQue el material de que se 

parte está constituido por el plasrr.a cuya producción es lirr.ita.

da. 

Aderr.ás se ha establecido que par<1 obtener un rt::sultado 

seguro se debe inyectar en promedio por dia una cantidad de ola~ 

mina equivalente a la que se obtiene de 50 a 80 litros de plas

ma hurr.ano ( 3) • 

El interés de los Laboratorios Farmacéuticos se ha di

rigido hacia la obtención de nuevos fármacos fibrinol!ticos. 

Una tentativa que p~rece poseer los requisitos para -

el éxito sobre el plano clínico, es la 4ue P8rte de la conside

ración de que la tripsina además de un efecto nroteol:ltico di -

recto, posee un efecto activa.dor sobre el plasmindgeno o profi

brinolisina capaz de convertirlo en plasmina o fibrinolisina. 

(3, 6) 

De i3arbicri y Scevola (19GO), tan efectuado investig~ 

cionas dedicadas u la nreparación de co~pl~jos de trípsir.n. Es-
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1 
ta es combinuda. con substancias e¡ue sin influenciar las caract! 

risticf!s e!'loecificas de la enzimn misma, modifican la molécula, 

de modo de obstaculizar la combinación con el inhibidor plasmá

tico (6). 

La oreparación de un compuesto que corresponda a ta -

les características, ha perffiitido respetar la actividad tripti

ca en su totalidad, sea corro fármaco proteol!tico directo o co

mo factor activador del oroceso de conversión de plasminógeno a 

plasmina. Estos dos efectos se ven obstaculizados si le tripsi

n~ se combina con los inhibidores plasmáticos. 

Se ha logrado éste orop6sito al preparar el complejo m2 

lecular TRIPSINA-HEPARINA, donde la heparina unida con la trip.. 

sina en un comµlejo molecular oroteje a ésta ~lti~a de la acción 

de los inhibidores plasrr,áticos, oor lo cu.al el complejo molecu

lar puede desarrollar una actividad fibrinol!tica tanto directa 

con;o indirecta (6, 11}. 

El complejo posee caracteriaticas tísicas, químicas, -

bioquimicas y farmacológicas bien definidas • Las investigacio -

nes efectuadas por De Barbieri y Scevola sobre el complejo mole

cular han ~ermitido comprobar las siguientes propiedades: 

1.- En las pruebas farmacológicas la toxicidad del complejo es 

muy escasa, la tolerancia resulta superior a la de una do

sis igual de tripsina. 

2.- Posee una cauacidad notablemente baja de combinarse con loa 

inhibidores trípticos, Dropiedad que lo hace más resistente 

que la tripsina a la inactivaci6n11 in-vivo". 
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3.- ~;e rr.ooifica ni la circulación ni la resoiración en los ani

ffiales de experiffientación. 

4.- Ha demostrado ooseer una elevada actividac'l fibrinol!tica -

tanto in-vivo como ír..-vitro. Tal actividad fibrinol!tica -

proviene de una acción proteolitica directa sobre la fibri

na, e indirecta al través de una activación del plasmin6ge

no a plasmina, siendo ésta la enzima con actividad fibrino

lítica presente en el organismo. 

OBJBTIVO 

El objetivo de éste trabajo es el desarrollo de un ~ 

método analitico para la determinación del complejo TRIPSINA-ff! 

PARINA en un producto farmacéutico, presentado como liofilizado 

con disolvente para recuperación al momento de usarse. 

Este control permitirá obtener mayor seguridad en el 

manejo clinico del producto y por lo tanto obtener resultados -

más satisfactorios. 
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GENERALIDADES 

El problema de la fibrin6lisis ha sido objeto de n~ 

merosas investigaciones que se justifican por la necesidad de 

encontrar un medio terap,utico capaz de modificar loe estados 

trombofilicoe (hipercoagulabilidad) y sobre todo de resolver 

una trombosis en desarrollo, ya eea en las venas o en lae ar

terias tomando en cuenta que todas aquellas enfermedades que 

representen al substrato de la trombosis misma (ateroeeclero~ 

sis, obesidad, diabetes, etc. ) van en aumento. 

Los anticoagulantee dicumar6licoe y heparinicos re

suelven en parte este problema porque su accidn está orienta

da exclusiva o particularmente en sentido profiláctico, más 

bien que curativo y, adn cuando se apliquen a un cuadro trom

b6tico ya declarado, se espera de ellos que detengan la torm! 

cidn del trombo mismo y no la regresión del trombo ya formado. 

(6) 

Los estudios de ~atoe dltimos aaoe se han orientado 

a buecar un fármaco que pueda ejercer una accidn ~irecta so -

bre el trombo ya formado, dieolvi~ndolo o acelerando el proc! 

so fibrinolítico, en los casos en que ~ate ee retrase. La pr! 

sencia de una fibrinolieina plasmática fisiológica, llamada -

plasmina, por su acc16n lítica directa sobre la fibrina, cons

tituye una base ideal para eu empleo clínico; sin embargo 
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la plasmina no ha podido ser producida en gran cantidad, PO! 

que el material de que se narte está constituido por el pl~s 

ma, cuya nroducci6n es limitada y su empleo está preferente

mente dirigido a fines trc-.nsfucionales (11). 

l\~ejores resultados han sido obtenidos nor Christen

sen (1945), con la nurificaci6n de una lisina estreptoc6ccica 

que no había sido posible utilizar en el pasado por su alta -

toxicidad. La lisina estreotoc6cci ha entrado ya en la parte 

clínica, nero solo para uso local ( especialmente para apli

cacj ones en la cavidad nleural o abdominal con objeto de di

solver y prevenir masas fibrinosas), a causa de las reaccio

nes de tipo tóxico a que da lugar, cuando se inyecta por vía 

intramuscular o endovenosa. (4) 

Un posterior avance fibrinolitico se efectuó en -

nrácti ca clínica empleando la tripsinn, enzime. proteolítica 

de acción claramente fibrinol!tica " in-vitro " y que pre -

senta siemnre " in-vitro ", la principal característica de -

la plasmina. Sin embargo, la acci6n"in-vivo" no narece tan -

clara y sua resultados teranéuticos son de menor cuantía cua_!1 

do la enzirra en vez de ser ª"licada localmente se utiliza -

por vía parenteral, mediante inyección parenteral o subcutá

nea. Sucede en efecto que la triusina se inactiva por canta~ 

to con el inhibidor plasmático, tornando casi nula o nor lo 

menos reduciéndol.a al minirrio su acción terapéutica. 

Por ésta raz6n, los estudjos se orientaron hacia 
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L:< bdsuued;~ ele un con.r1leju oue: m:iru:ii:iera. n la trinsir.a des~ 

rrol:.r1r ::;u pror,i« ::'..Cci6n, ain sufrir interfex·encias o inact1 

·mci 0nes íJOI' o:•.rte del itü1ibi11or olazrrático. Entre los Vhr:ios 

aeen·,;es activos en tal sentido, se pensó recurrir ::i. la hena

rina, pueato que las investigaciones efectuadas en 1956 por 

li'ansfeld y Hladovec habian esclarecido las condiciones bajo 

las ~uales se obtiane una interacción entre la heoRrina y la 

tripaina oermitiendo la caracterización del complejo resul -

En el complicado mecanis~o de la coagulación asume 

notable importancia l~ fibrinólisis, que no es otra cosa que 

le llsis de la fibrina, se verjfica en el organismo por la -

a.cci•fo de agentes enzimáticos. ll~ediante tal proceso la fibr,! 

na formada como producto terminal de la coagulación $angui -

nea es sometida a una hidrólisis enzimática, que tiene por -

resultado su transfor~ación en productos solubles ( polioéB 

tidos y aminoácidos). La enzima sérica caoaz de lisar la f.! 

brina ( y también otras proteinas) es la plasmina, ~sta no -

existe normalmente en la sangre ni en los l!quidos orgánicos 

se encuer.tra presente en el plasma al estado de enzima inac

tiva denominada profibrinolisina o plasminógeno (8, 9). 

Es por lo tanto condición indispensable para que -

la fibrinólisis se efectúe el que el ~lasminógeno se tran~fo! 

me a ~lasmina. Dicha transformación se verifica en el nlasma 

por obra de determinadas substancias llamadas activadores , 

pres•mtes en la sangre , en los extractos de tejidos y en la 
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orina (uroquinasa). A1gunaa bacterias producen también acti

vadores del plasmin6geno; aon fibrinoquinasas, por ejemplo,, 

la estreptoquinesa de loe estreptococos, la eatafiloquinasa 

de los estafilococos. (4} 

Pero en e¡ plasma también se encuentran presentes 

substancias que pueden inhibir el proceso fibrinolítico; son 

los inhibidorea de la plasmina. 

La actividad fibrinolítica que normalmente exis

te en la sangre, puede sufrir variaciones, aún en condicio

nes fisiol6gica3; por ejemplo, puede aumentar después de es

fuerzos musculares, emociones fuertes, etc, En cambio dismi

nuye en la edad avanzada y en loa individuos hiperlipémicos • 

(10, 13) 

PISIOPATOLOGIA.-

Se refiere a dos procesos fundamentales; la tromb2 

sis y la hemorragia. 

'rrombosie.- es la coagulacidn de la sanere dentro 

de loe vasos in-vivo; a los coágulos así formados se les 11! 

ma trombos. 

Principales causas por las que puede ocurrir trom.-

bosis. 

la. Pormacidn del trombo. Las alteraciones del endotelio va~ 

cular y el retardo en la circulacidn constituyen loe dos ta~ 

toree tun~amentales en la produccidn de trombosis. El dltimo 
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favorece el 6cn6sito de plaquetas y su aglutinación porque la 

estasis sanguínea impide la diluci6n y arrastre rápido de 

los f8.ctores de la coagulación, especialrr.ente 12 trombina. 

Por su parte la lesi6n endotelial, da lugar a una -

superficie extraña, que lleva rápidamente a la metamorfosis -

viscosa de las plaquetas que se aglutinan y adhieren a la pa

red vasculnr, originándose la reacción en cadena que conduce 

a la formaci6n del coágulo de fibrina o trombo.El. coágulo se 

retrae y libera suero sanguíneo rico en trombinn, que provoca 

nueva coagulación, as! como también estimula la aglutinacidn 

de las plaquetas. 1''inalmente 1 trombo crece por. formación su

cesiva de nuevos coágulos. 

2a.- Flebotrorubosis. Trombosis posoperatoria y del pospar-

tc. Wstas trombosis venoses se produ

cen generalmente en les miembros inferio1·es y obedecen al re -

tarpo circulatorio en dictas extremidades, debido a inmovili -

dad muscular y a pequeñas lesiones del endotelio vascular (~or 

compresión contra la mesa de operación o la cama). 

El mecanismo de la forrnaci6n eel trombo es el ya se

ñalado; de éste modo se forrr.a un trombo alargado que pued.e ex

tenderse desde las venas de la ~antorrilla hasta las ilíacas, 

~ijo ~nicamente oor la base Y que da lugar a embolias por de~ 

prendimiento de trozos. 

3a.- Tromboflebitis. Es la infamación de una vena por la 
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forn ación de un coáfulo en donde [,;;.y una arnolia y s6lidA a

dherencia de éste a la pared de la vena que está totalmente 

obstru!dr:i. e inflamada, las embolias son raras. Pueden prese_!! 

tarse también tromboflebitis por infección. En ~ste caso los 

rnicroorge.nismos lesionan el endotelio venoso en una zona am

plia, en la que se fijan las ple.quetes y se forn:R finalmente 

un coágulo adherente y firme, que por lo general llena la -

luz del vaso. 

4a._ Aterosclerosis. Se producen lesiones en el endotelio 

arterial, debido a las nlacas atero

matcisas, as! como hemorragias en la rr.isma con desgarre del t_! 

jido. 

5a.- Endocarditis y fibrilaci6n auricular. Los trombos se 

forruan en el pri~er caso, en las válvu

lee cad!acas lesionadas y en el segundo. en las aurículas fu,n 

cionalmente paralizadas. 

Sintomatologia de la trombosis.- Si el trombo form! 

do obstruye una arteria y la circulación colateral no es ca -

paz de mantener la nutrición del órgano respectivo, se produ

ce n1ortificaci6n del tejido o infarto, que puede provocar f,! 

n6menoe serios y alin mortales como ocurre en el caso de trom_ 

bosis coronaria que conduce al infarto de miocardio. 

La tro~bosis venosa como sucede en el caso de la -

tromboflebi tis de los miembros inferiores, lleva a la produc-

ci6n de edema. 10 



Un peligro grave en los casos de flebotrombosis, es 

el desprendirr.iento de trozoR del tro~bo, que vehiculizado~ 

oor la corriente sanguínea pueden obstruir una arteria, cau -

sar embolismo de 6rganos importantes como el pulm6n, origi -

nándose fen6rr.enos e¡ue pueden ser mortales. 

REPORTES CLINICOS CON LA CONiBINACION bJOLECULAR 

TRIPSJNA-HEPARTXrl 

Cazzolla después de una cuidadosa experirr.entaci6n -

clinica, re~ort~ los resultados favorables obtenidos con el -

cornolejo molecular THIPSINA-Hl!;PARINA en casos de obstetricia 

y ginecologfo. 

Se trataron 37 nacientes con subinvoluci6n uterina 

orirnitiva, esto e~ cuando rlurante el pueroerio se forman co~ 

r.ulos en los puntos donae ha habido las conexiones matergo -

fetales. El tratamiento consistió en una ampolleta al dia du-

raute 5 dhs. 

De los resultados obtenidos, se puede concluir que 

de los 37 caso~ con subinvoluci6n uterina ~uer~eral, la tera

piá 'del complejo TRIPSINA-HEPARINA, ha aado resultados 6ptimos 

en 19 casos (51.4~), buenos (35.1%), mediocres en 4 caeos (10. 

8~) y nulos en l (2.7~) (l, 3). 

G. ~nria y S. Garia, exoerimentaron el prenarado en 

un grupo de 15 n~cientes afectados de trombosis venosa. Lle

~aron a la conclusión dé que el comolejo ea eficaz nara dete-

11 
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ner ~1 ~roceso trombótico ve~cso y favorece el retorno a la 

intP.fri1fad funciona.! del n:ierr;bro (6}. 

i. Viaili y L. Ferrara usí co~o c. Vittori y l. Vi

ttori, evaluaron los efectos del nuevo fármaco en afecciones 

a~ las venas y de lan arterias obteniendo buenos resultados. 

(13). 

En el Instituto de Cardiologia de liéxico se realizó 

un estudio experimental ti tulaco, " l\Cci6n de un fibrinol!t,! 

co en l:i trombosis arterial " , realiz¡:¡do por Jorge llernández 

Luis Antonio l\:árque?., Fernando iarrera Castañ6n y Bernardo Ca! 
•\:' 

tro 'lilla¡:rRna. 

Utilizaron 30 perros, cuyo peso fluctuó entre 15 y 

30 Kg aeruoados en do~ lotes, uno control de 19 animales para 

probar el fármaco y otro de 11 oara comparación. A loe nerroe 

se les provocó embolias aórticas de las arterias y venas fem~ 

ral~s, ffiediante la introducción directa en la luz aórtica de 

é~bolos mezclados con citrato de bario. Despu~s de termina.

da la intervenci6n quirdrgica, a 19 animales, se les adminis

tró por vi~ intramuscular una amnolleta del complejo TRIPSINA 

-HEPARTNA, cada 8 horas la prin;era semana; cada 12 horas la -

segundR y cada 24 horas la tercera y se hicieron estudios ra 

diol6gicos • 

Los autor~s concluyeron lo siguiente: " Los reeult!: 

dos de ~ste trabajo S\lfieren que las trombosis ce iliacas y 

femorales conducen al anin:al "e exnerimentaci6n a la muerte. 

Le recanali~aci6n de las arterias en 11 de 13 ani~ales a los 
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ui.;.c ~v~ lee c.dir;.inistr6 el c:o:r.nlejo TiU.f'SliíA-HE.f'.ill.I;i..l y sohrev_i 

vie '.'Or., su¡;ierc CJll'= .:1 oroducto tiene acción litic!i sobre el -

coáfulo y uue ello o:ic1iera ze!' el factor cleter!!'inante en el 

pronóstico de l~ insuficiencia artoriHl agudtt. 

Por otr~ narte la ausencia absol~ta de toxicidad y 

de comnlicaciones nor el uso de este fibrinol!tico, estimula 

a emplearlo en ln clínica en los nrocesos tromboembdlicos, con 

la esperanza de que el hRllazfo de resultadoR similares a los 

que se oresentan en este trabajo, lleeuen a rcsoaldar el em

nleo de tales fármacos en el tratamiento de este serio probl~ 

ma 11 (e). 

PRINCIPALES CAR.h.GTERISTICn.S DEL COir.PLEJO líOLECULAR 

~'RIPSIN..;-H:;PMtn~.u. 

A) La tri psina y la henari.na reaccionan entre si en u-

na relación fija en oeso de 6:1 obteniéndose la formación de 

un complejo que tiene una comoosici6n constante. 

El complejo contiene el 85.7~ de tripsina y 14.3~ -

de heparina. La actividad se exoresa en unidades casinolíti -

cas. que sirven para valorar la actjvidad fibrinol{tica del -

preparado, dado que, tomando co~o base las investigaciones 

realizadas se ha visto que existe una relacidn directa e ine

quívoca entre las unidades as! determinadas y la actividad f1 

brinolitica directa y activadora del nlaamin6feno (1). 
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Esta actividad es determinada en bas~ a la capacidad 

del comnlejo nara lisar a la case!na. 

Una Unidad Caseinol!tica ha sido fijada como la can

tiaad de enzima que oroduce un aumento de 450 gamas de tirosi

na ácido soluble, al actuar sobre un substrato de case!na, de~ 

nués de 1 hora de incubaci6n a 37ºc. 

B) Acci6n sobre la ~resi6n arterial y la respiración.

El comnlejo está practicamente exento -

de acción sobre la presión arterial y la respiración. 

C) Acción sobre la actividad fibrinolítica del plasma.

la comnrobacidn de la actividad fibring 

lítica se efectud introduciendo, en una caja de Pet~i, fibrin~ 

geno bovino recién prel)8.rado y agregando una solución de trom

bina para transformar el fibrinógeno a fibrina. la placa fue -

calentada y en la suoerficie de la pel!cula de fibrina fueron 

deuositadas varias muestras de plasma en examen (plasma de co

nejos tratados con tripsina unos y con el complejo otros ). 

Desnués de un determinado tiempo de incubaci6n y en 

correspondencia con cada una de las muestras del plasma en co~ 

tacto con la fibrina, se forman zonas de lisie, con una exten

si6n proporcional al grado de actividad fibrinolítica. (2, 12) 

r.ecanismo de accidn del comnlejo sobre la fibr1n6li

sis.- La actividad fibrinol!tica de1 complejo es evidentemen-
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te la rnta imnortante entre sus diversqs acciones. 

Dep&nde de dos factoreo concomitantes : 

l.- Un efecto nroteolitico directo sobre la fibrina. 

2.- Un efecto activaaor sobre lu convElrsi6n del nlasmind

geno a nlasmina. 

Esta activ] dad fibrinolítica desarrollada por el pre -

parado ea debido al hecho de que la henarina, unida en un com -

plejo molecular con la tripsina, proteje a ésta dltima de la -

acción de los inhibidores plasmi!ticos, por lo cual el complejo 

puece desarrollar una actividad fibrinolítica, tanto directa C.2, 

mo indirecta (14). 

PRESE.NTACION DEL PRODUCTO .FARlr':ACEUTICO. 

Frasco ámnula de nroducto liofilizado y ampolleta con 

disolvente. 
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N.ETODO ANALITICO PROPUESTO. 

A) TRIPSINA. 

a) .Fundamento.- Consi&te en desdoblar la caseína en tirosi 

na por acción de la tripsina presente en -

el complejo. 

b) laterial utilizado.-

l balanza analítica. 

l'.atraces aforados : 3 de 25 ml 

2 de 50 ml 

7 de 100 ml 

2 de 250 ml 

2 de 500 ml 

2 de 1000 ml 

Pi.netas ~raduadas y ninetas volumétricas. 

12 tubos de ensaye. 

1 termdmetro. 

1 piseta. 

l gradilla. 

1 bailo de &:aria 

1 espectrofotdmetro. 

l crondmetro. 
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c) Prep1:1ra.ci6n de soluciones. 

l.- Solución nroblema. 

i) Se prepara disolviendo 2 frascos, conociendo previa

mente la cantidad de muestra que varia alrededor de 

100 mg , en un matraz aforado de 1000 rr.l con soluci6n salina 

isotónica, 

ii) 20 mg en el caso de me.teri a prima en 500 rr.l de solu

ción salina isot6nica. 

2.- Curva de calibración. 

Se prepara pesando 50 rng de tirosina y se afora a --

100 rr.l con una solución de ácido clorhídrico 0.0025N 

de ésta solución se hacen las siguientes diluciones: 

~ = 0.5 me/ml tomar 15 ml y aforar a 25 ml con HCl 0.0025N 
100 ml 

concentraci6n = 0,3 mg/ml 

" tomar 10 ml y aforar a 25 ml con HCl 0.0025N 

concentración = 0.2 mg/ml 

11 tomar 5 ml y aforar a 25 n:l con HCl 0.0025N 

concentración = 0.1 me/ml 

" tomar 7.5 ml y aforar a 50 rnl con HCl 0,0025N 

concentración = 0.075 me;/ml 

" tomar 2.5 rr.l y aforar a 25 ml con HCl 0.0025N 

concentración = 0.05 1111_!/ml 

Cada una de las soluciones oreoaradas se leen en un 

eapectrofotómetro a 280 nm para obtener los puntos de la·cur

va de calibración. 
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d) Reactivos. 

i) Acido tricloro acético (TCA). 

Se prepara una solución 4• ácido tricloro acético al 

10% en agua desttlada. 

ii) Solución amortiguadora de fosfatos pH 7.4. 

Fosfato de potasio dibásico.- Disolver 1.75 g en 100 

ml de aRUa destilada. 

Fosfato de potasio monobásico.- Disolver 1.36 g en 

100 ml de agua destilada. 

Se toman 250 ml de la solución de fosfato de pota

sio dibásico y se le agregan 55 m1 de la solución de fosfato 

de potaoio monobásico, as! obtenemos una solución amortigua

dora pH 7.4 • De éste amortiguador se toman 90 ml se les a&r! 

gan 0.9 g de NaCl y con ésta solución se prepara la de ca-

se!na. 

iii) Caseína.- Se prepara una solución de easeina al 6~ en 

solución amortiguadora de fosfatos pH 7.4 que contenga 0.9~ -

de NaCl, se calienta en baño de W.aria durante 20 minutos, 8€1 
tando para ayudar a la disolución, se enfria y se lleva a pH 

7.4 con solución diluida de NaCl y se afora a 100 ml con amo~ 

tiguador de fosfatos. 

PAUT.E EXPE!llbiENTAL 

e) Procedimiento 
Se colocan doa series de 4 tubos (para hacer el an! 

lisie nor duplicado) marcados en la siguiente forma Al, Bl, -

A2, B2, A3, B3 y dos tubos como blanco. 



ml de apun ml ml m1 

Tubos destilada TCA Problema B. hielo.Caseína v. 
Al, Bl 1.5 0.5 4ºc 4 

A2, B2 3 2 4ºc 

A3, B3 3 2 4ºc 

Bl, B2 5 2 4ºc 

lo.- Agregar 1.5 ml de agua destilada a los tubos Al, Bl. 

20.- Agreear 3 

B3. 

3o.- Agregar 5 

ml de agua destilada a los tubos A2, B2, A3 

ml de agua destilada a los tubos usados co-

mo blanco Bl, B2. 

4o.- Agregar 2 ml de TCA (solución al 10~) a loe tubos A2, 

B2 , A3 , B3 , Bl , B2. 

5o.- AgreeAr 0.5 ml de la soluci6n problema a los tuboe Al, 

Bl. 

final 

6 

7 

7 

7 

Enfriar las dos series de tubos en baño de hielo a 4ºc. 

60.- Cuando se haya logrado la temperatura de 4ºc affadir 4ml 

de la solución de caseína a los tubos Al, Bl mezclar r~ 

pidamente y poner el cronómetro a funcionar. 

7o.- Trasladar 2 ml de los tubos Al, Bl a los tubos A2, B2 

y dejarlos en el baño de hielo. 

80.- Incubar los tubos Al, Bl durante 1 hora a 37ºc, desco!!m 

tando el tiemuo trascurrido entre 6 , 7 y 8 igual que 

el tiemno que demora en llerar a 37ºc. 
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., 
90.- Terminada la incubaci6n l)Bsar 2 ml de loe tubos Al, B1 

a lo-:: tubos A3, D3 que se encuentran en el bo.iio de hi.!!, 

lo. 

10.- iiltrar las soluciones finales de los tuboq A2, B2, A3 

B). 

llo.- Los tubos Bl, B2 que se encuentran en el bnño de hielo 

se utilizan para ajustar a cero en el esoectrofot6metro 

120.- Las solucior.es ya filtradas se leen en el esnectrofot~ 

metro n 2eo nm • 

130.- Cor1·eeir las absorbancias de 11.:1. forma siguiente: 

Abs. corregida = Abs. tubos 3 Abs. tubos 2. 

Se s~ca un promedio de los tubos A), B3 y de los t~ 

bos A2, B2 se realiza l& resta de éstos promedios y se obtie-

ne la absorbencia corregida. 

üi absorbancia corregida se lee sobre la curva de -

calibrRci6n de Tirosina, y asi se obtiene las gamas de !iros! 

na/ml • EstR.s gamas de Tirosine divididas entre 450 nos dan -

laa Unidades Caseinolíticas /me • 

Una Unidad Gaseinol!tica oc define como la cantidad 

de enzima c¡ue nroduce u;'l aumento de 450 gamas de Tirosina 4c.!, 

do soluble, al actuar sobre un substrato de caseína al 6~ des 

puéa de 1 hora de incub~ci6n a 37ºc • 

üis Unidades Caseinol!ticas/mP. se relacionan a la -

cantidad inicial de muestra, para obtener las Unidades Casein~ 

Uticas/ feo • 
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B) J!EPAJHJ\'.~. 

i:i) fo'undi:i.111•::r1to.- Consistt' er. lH me.'licicSn ñel tiempo de coeeu-

lacidn de un plaBmu citratedo u o~alatado, ~ 

gr~lrEmdo cc-tntidac'lee constar1te A de tromM ria 1 &e prol o nea i:;i se 

le agregan cantidacles crecientes de un prermrado estánclar de -

he r1e.ri ria. 

b) Naterial utili?ado.-

1 bElflo lhría ele viñrio con termostato y ae.i tcdor. 

l cronómf!tl'o. 

l j~rinea tipo tuberculina ( 2 ml) 

l alambre de platino con la purita lieere.1rente encorve.da y un 

manguete de 15 cm de lnre;o. 

l balanza analítica. 

1 centrífuga. 

1 termdmetro 

1 embudo de tiltraci6n. 

4 me.traces Erlenmeyer ae 150 

1 matraz atorado de 1 1 • 

l vaso de precipitado 

12 tubos de ensaye 

8 pi petas gradua4as de 1 ml 

4 pipetas gradufldas de 5 ml 

Papel filtro 

ml con tap6n. 
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e) .Preparl'lci6n de soluciones. 

l.- Plasma citratRdo: 

Peaar 4 g de citrato trisódico y disolverlos en 50 ml 

de agua destilada, en un matraz aforado de un litro, aforar -

con s~ngre de novillo en el mo~ento mismo del sacrificio en 

el matadero. 

Se centrifuga por 30 minutos a 3000 rpm se sifonea 

el liquido sobrenadante, claro y límpido, respetando el sedi

mento. El plesma asi obtenido se deja por 24 horas a oºc. De~ 

pués se pasan a matraces Erlenmeyer de 150 ml que después de 

taparse pueden ser conservados durante varias semanas a -10°0 

Antes de usarse, este plasma debe ser fluidificado 

en baño ~aria y filtrado por papel. 

2.- Solución de heparina. 

Se utiliza una heparina que contenga entre 100 y 130 

U.I./mg • .Para obtener la curva estándar se preparan varias 

diluciones de heparina al 0.1~, en forma de tener 0.2, 0.4, -

0.5, 0.6 mg de heparina/ml. 

3.- Solución de trombina: 

150 ml de una solución al 0.1~ disuelta en agua des-

ti lada. 

4.- Preparación de la curva estándar. 
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PuntOR 

Base 

No 1 

.lfo 2 

Mo 3 

!fo 4 

Heparina 

O.l ml 

0.2 ml 

0.25 ml 

0.3 ml 

Agua de!! 

tilada. 

o.5 ml 

0.4 ml 

o.3 mi 

0.25 ml 

0.2 m1 

Trombina l Tomar O .1 ml lTomar O. 5 lAd ic. a Pla~ 

l + O. 9 m1 agua dest.f + o. 5 H2orma a 37ºc. 

des t. 

5 m1 " 11 
ti 11 l ml 

5 m1 " " " " " " 

5 m1 " " " " 11 " 

5 111 " " " " " .. 

5 ml " " " " 11 " 

tomar tiempo de coaf!;Ulaci6n. La operaci6n se r! 

pite de 3 a 5 veces 1 se toma el promedio 
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i) Pu.nto base (O.Omg/ml) • Es la coagulaci6n en ausencia 

de heparina. 

En un tubo de ensaye se coloca l ml de plasma y se 

lleva a bailo ~aria a 37ºc exactamente. En otro tubo de ensa

ye se pipetean 0.5 ml de agua destilada y con otra pipeta se 

añaden 5 ml de la solución de trombina.De ésta solución se -

toman O. l m1 exactamente medidos con una jeringa de tipo "tu.Q·~. 

berculina y se lleva a l m1 con agua destilada. Se vac!a el 

contenido de la jeringa en un tubo de ensaye, se mezcla. per 

fectamente y se absorben 0.5 ml , se lleva a l ml con agua -

destilada. Se vacf a en el tubo ensaye que contiene plasma a 

37ºc disparando simultáneamente el cron6metro. Con el alam

bre de nlatino se efect'dan movimientos verticales de arriba 

hacia abajo y de abajo hacia arriba hasta que el primer til! 

mento de fibrina quede enganchado en el doblez terminal del 

alambre de nlatino, se detiene instant4neamente el cronóme

tro y se lee el tiempo que fue necesario para la coagulación. 

Ia operación se renite de 3 a 5 veces y se toma el promedio. 

11) Punto No 1 (0.2 me/ml). En un tubo de ensaye se coloca 

l ml de plasma y se lleva a b.! 

ño ~arfa a 37º0 • En otro tubo de ensaye se pipetea 0.1 ml -

de la solución de heparina y con otra pipeta se agregan 0.4 

ml de agua destilada. Obtenemos de ~eta manera una solución 

que contiene 0.2 mg de heparina/ml • A data solución se le ~ 
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ñaden 5 ml de solución de trombina. De ésta solución se toman 

O.l rnl exactamente medidos con unu jeringa de tipo tuberculi-

na. 

Se repite el mismo procedimiento como ya fue descri 

to oara el punto base. 

iii) Punto No 2 ( 0.4 rr.g/ml) • ~n un tubo de ensaye se colo-

ca l rr.l de plasma y se lleva 

a buJo Y.aria a 37ºa exactamente. En otro tubo de ensaye se pi

petean 0.2 ml de la solución de heparina y con otra pipeta se 

agregan 0.3 ml de apua destilada, obtenemos una solución que 

contiene 0.4 me de heparina¡'ml , a ésta solución se le añaden 

5 ml ce la solución de trombina. De ésta solución se toman O.l 

m1 exactamente medidos con una jeringa de tipo tuberculina. 

Se re pi te el mismo procedimiento como ya fue descr,i 

to anteriormente. 

iv) Funto No 3 ( 0.5 mg/ml ) • En \U• tubo de ensaye se col~ 

ca 1 ml de plasma y se lleva 
o a baño li7ar:ía a 3 7 O exactamente. En otro tubo de ensaye se P,! 

patean 0.2~ ml de la solución de heparina y con otra pipeta -

se añaden 0.25 ml de agua destilada, obtenemos una solución 

que contiene 0.5 me de heparina/ml , a ésta soluci6n se le~ 

ñaden 5 ml de la solución de trombina. De data solución se !o 

man 0.1 ml exactamente medidos con una jeringa de tipo tuber

culi::ia. 
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Se repite el mismo procedimiento como ya fue desCF.! 

to anteriormente. 

iii) 1\anto No 4 { 0.6 111«/ml) • En un tubo de ensaye se colg 

ca l ml de plasma y se lleva 

a baffo ~aria a 37ºc. En otro tubo de ensaye se pinetean 0.3 -

ml de la solución de heparina y con otra pipeta se agregan --

0.2 ml de ª#niª destilada, obtenemos una solución que contiene 

o.6 mg de heparina/ml, a esta solución se le afiaden 5 ml de -

la solución de trombina. De esta solución se toman O.l ml e -

xactamente medidos con una jeriflla de tipo tuberculina. 

Se repite el mismo procedimiento como ya tue deacr1 

to anteriormente. 

PARTE EXPERilraNTAL 

d) Procedimiento: 

Determinacidn de la actividad enzimdtica de preparados de 

heparina.- La determinación se efectlia en la misma forma que 

nara la curva eat4ndar. 

En la tabla siguiente se exponen las dosificaciones 

adecuadas para preparados con diferente actividad. 

Titulo probable 

en U de henarina/mg 

130 

110 

Concentración recomendada n~ 

ra el an411sis en mg/ml 

0.4 

0.5 
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90 o.6 

70 o.a 
50 1.1 

30 1.6 

10 6.0 

1 50.0 

0.5 100.0 

El certificado de análisis de la materia prima uti

lizada en el estudio marcaba como título heparínico 73.3 U.I. 

/me • Por lo tanto la muestra problema se puede relacionar en 

la tabla con un titulo hipotético de 70 U/mg observ4ndoee que 

ee requieren o.a mg , o sea 20 mg en 25 ml • 

De ésta eoluci6n se pipetean 0.5 m1 y se le añaden 5 

m1 de la solucidn de trombina. 

Se repite el mismo procedimiento como ya fue descri

to anteriormente para la curva estándar. 

El tiempo de coagulaci6n obtenido se interpola en la 

curva estándar y as! se obtiene la concentraci6n de heparina de 

la muestra problema. 

Ie. concentraci6n de heparina obtenida de la curva e~ 

tándar se multiplica por la potencia de la heparina utilizada 
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que fue de 110 U/lllf y se divide entre la cantidad de muestra 

tomada y as! obtenemos la cantidad de hepartna/mg • 

El certificado de análisis de la materia prima seft! 

laba: para tripsina 81.l Unidades Caseinoliticas /mg y para -

la heparina 73.3 Unidades Heparinicas/mg • 

El producto terminado emnleado contenía 50 mg/fco -

que equivalían segdn el mnrbete a 2200 Unidades Caseinoliti -

cas y a 1000 Unidades Henar!nicas. 

No se ·realizó la determinación de Unidades Hepar!ni

cas en producto terminado. 
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RS'.lULTAT>CS, 

Determinuci6n de tri psir1a en le. materj a prima. 

r."uestra No, 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

Unidades Caseinol!ticas/mg 

é!l. 6 

80.77 

81.6 

78.9 

80.77 

80,5 

80,77 

81,16 

82,07. 

80,0 

78.9 

81.16 

81,6 

81.16 

81,3 

84.0 

79.6 
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lB 81.16 

19 81.6 

20 79.6 

21 81.16 

22 81.6 

23 61.16 

24 78.g 

25 81.6 

26 82.07 

27 82.07 

28 81.6 

29 82.07 

30 81.6 
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Proructo terminndo.- Comnlejo Tri psina-Hepariria 

Determ1naci6n de Tripsjna: 

?t"ue stz-e No. 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11· 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

Unidades Caseinoliticas/fco. 

2240 

2146 

2146 

2240 

2146 

2240 

2146 

2193 

2240 

21~3 

2146 

2240 

2286 

2146 

2193 

2240 

2193 
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18 

19 

20 

21 

22 

23 

24 

25 

2240 

2146 

2193 

2240 

2286 

2193 

2193 

2146 
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Determinación ele Heparinu en lF. mu.teria nrima: 

ll'Uestra No. Unidades Henarinicas/mg 

1 72.36 

2 73.74 

3 71.5 

4 73. 74 

5 72.36 

6 72.86 

7 74.3 

8 71.5 

9 72.36 

10 73. 74 

11 72.36 

12 74.3 

13 72.36 

14 72.86 

15 72.36 
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Confirmaci6n de resultados.-

Tripeina en lP- materia prima. 

Muestra. No. 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

'!> de Unidades 

Caseinóliticae 

100.6 

99.6 

100.6 

97.28 

99.6 

99. 26 

99.6 

100.01 

101.19 

98.64 

97.28 

100.07 

100.6 

100.07 

100.24 

103.57 

98.15 

-
( X - X ) 

0.61 

0.39 

o.61' 

2. 71 

0.39 

0.73 

0.39 

0.08 

1.2 

1.35 

2.71 

º·ºª 
0.61 

º·ºª 
o. 25 

3.58 

1.84 

- }l. ( X - X 

o. 3721 

0.15 21 

0.3721 

7.3441 

0.1521 

o. 5329 

0.1521 

0.0064 

1.44 

1.8225 

7.3441 

0.0064 

0.3721 

0.0064 

0.0625 

12.8164 

3.3856 
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18 100.07 o. ori 0.0064 

19 100.6 0.61 o. 3721 

20 98.l':"· l.Bft 3.3856 

21 100.07 o.oe 0.0064 

22 100.6 0.61 0.3721 

23 100.07 0.08 0.0064 

24 97.28 2.71 7.3441 

25 100.6 0.61 º· 3721 

26 101.19 1.2 1.44 

27 101.19 1.2 1.44 

28 100,6 0.61 0.3721 

29 101.19 1.2 1.44 

30 lQQ.6 0.61 0.3721 

X·= = 99.98 suma ::: 52.8999 

- 2 
( X - X ) 

Desviación estándar s ::: -------------- = t. 3506 
N - 1 

Coe~iciente de variabilida<l = S X 100 = 1.3508 

X 

s 
Error = ---------- = 0.?.508 
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L!mHee de confianza = X • ( t x error ) 

Fara el 99~ con 29 grados de libertad ·ta 2.7564 

99.98 ! ( 2.7564 X 0.2508 

99.2 - 100.8 
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Prod·lcto terminado.- Complejo Trinsina-Heparina. 

Determinación de Trinsina. 

r.;uestra No % de Unidades 

Caseinoliticas 

l 101.81 

2 97.54 

3 97.54 

4 101.81 

. 5 97.54 

6 101.81 

7 97.54 

B 99.68 

9 101.81 

10 99.68. 

11 97.54 

12 101.81 

13 103.9 

14 101.81 

15 99.6e 

16 101.81 

X - X ) 

1.63 

2.64 

2.64 

l.63 

2.64 

1.63 

2.64 

0.5 

1.63 

0.5 

2.64 

1.63 

3. 72 

1.63 

0.5 

1.63 

- 2 
( X - X ) 

2.6569 

6. 9696 

6.9696 

2.6569 

6.9696 

2.6569 

6. 9696 

0.25 

2.6569 

0.25 

6. 9696 

2.6569 

13.8384 

2.6569 

0.25 

2.6569 
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17 99.68 0.5 0.25 

18 101.81 1.63 2.6569 

19: 97.54 2.64 6. 9696 

20 99.68 o.s 0.25 

21 101.81 1.63 2.6569 

22 103.9 3. 72 13.8384 

23 99.68 0.5 0.25 

24 99.68 0.5 0.25 

25 97.54 2.64 6.9696 

X • 100.18 swna • 105.43 

- 2 

Desviaridn estándar S= 
( X - X ) ___ _..._ __ _....._ 

• 2.1059 

N - l 

S X 100 
Ooeticiente de variabilidad = ------------ • 2.1021 

X 

s 
Error • • 0.4306 
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Limites de confianza = X + ( t x error ) 

Para el 991 con 24 grados de libertad t = 2.7969 

100.18 + t 2.7969 X 0.4306 ) 

98. 97 - 101.38 
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• 

Determinación de Heparina en la materia prima: 

Muestra No. ~ de Unidades 

Heoarini cas 

1 98.71 

2 100.6 

3 97.54 

4 100.6 

5 98. 71 

6 99.39 

7 101.36 

8 97.54 

9 98.71 

10 100 ... 6 

11 98.71 

12 101.36 

13 98.71 

14 99.39 

15 98.71 

X = 99.37 

2 
( X - X ) ( X - X 

0.66 0.4356 

l.23 1.513 

1.83 3.3489 

l.23 1.513 

0.66 0.4356 

0.02 0.004 

1.99 3.9601 

1.83 3.3489 

o.66 0.4356 

1.23 1.513 

o.66 0.4356 

1.99 3.9601 

o.66 0.4356 

0.02 0.004 

o.66 0.4356 

suma = 21. 7786 
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Desviación estándar s = 

Coeficiente ~e variabilidañ. = 

s 

2 
( X - X ) 

~ - 1 

S X 100 

X 

Error. = ------------- = 0.993 

Límites de confian?.a = X + ( t x error ) 

= l. 2472 

= 1.2148 

Para el 99% con 14·grados de libertad t = 2.9768 

99.37 + ( 2.9768 X 0.993 ) 

98.37 - 100.4 
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CONCLUSIONES. 

l.- El objetivo primordial de haber realizado éste trabajo 

fue la necesidad de poseer un método analítico para el 

complejo Tripsina-Henarina, que permita determinar la 

actividad enzimática tanto de la materia prima como 

del nroducto terminado, 

Este medicamento tiene gran importancia en la terapéu

tica nara el tratamiento de problemas tromb6ticos. 

2.- El complejo Tripsina-Heparina ejerce una acción a ni-

vel de coagulaci6n de tino fibrinol!tico, destruye la 

fibrina con la que se ha formado el trombo en las en

fermedades tromboemb6licas que pueden tener consecuen 

cias graves, como nor ejemplo durante el áltimo peri~ 

do del embarazo o durante el nuerperio, debido a la -

formación de coágulos en los puntos donde ha habido -

conecciones materno fetales. 

Al anlicar éste complejo, el trombo se 4estruye total 

o narcialmente y las probabilidades de salvar la vi

da aumentan. 
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3.- Lu. exactitud ;;e nu..::de sr.E>dir tc,¡¡1anclo en cuer1ta el t;rrcr 

obtcnicJo ..;11 el t!'utan.itmt0 .::sta1-1istico, cua11to más oe-

4;;.eiio es e1 t:n·o:L" 1wyor en la exactitud. 

L:l precL:3i6n es sinónimo ele re ~iroaucibilidad. Un valor 

oe4uefto de desviación estándar sunone alta nrecisi6n. 

Las desviacionco estándRr en los métodos e -

fectuados fueron: 

Para Trjnsinti. en la materia nrima. 

Para Heparina en la materia orima. 

Para Tripsina en producto terminado. 

1.3506 

1.2472 

2.1059 

Los errores en los métodos efectuados fue-

ron: 

Para Tripsina en la muteria orlm~. 

.Para Heparina en la materia prima. 

Para Tripsina en producto ter~ínado 

0.2506 

0.3333 

0.4306 

4.- La. determinación de Heoarina en nroducto terminado no 

se realizó debido a la falta de trombina y heoarina,

pero debe llevarse a cabo como una seguridad más de -

la actividad enzimática. 
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